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1 Bevezetés

A WHO (Egészségiigyi Vilagszervezet) adatai alapjan 2012-ben tobb mint 8,2 milliéan haltak
meg rosszindulati daganatos megbetegedésekben. A vilagon a negyedik legtobb halalt okozé
rdkos megbetegedés a kolorektalis (vastagbél-, végbél-) tumor.! Az Eurépai Unidban a sziv és
érrendszeri megbetegedések utan a rakos megbetegedések okozzak a masodik legtobb
haldlozast. Azonban a kolorektalis rak, itt mar a masodik helyen all a daganatos halélozasok
okozojaként.?

Hazankban a halalozésok 25%-at rakos megbetegedések okozzak. A tliidérak utan, az Eurdpai
Unidhoz hasonldéan nalunk is a masodik helyen 4ll a vastagbélrdk, mint haldlesetet okoz6
rék‘[ipus.3

A daganatok kialakuldsa minden esetben genetikai meghibasodasra vezethetd vissza. Az ezt
kivaltod tényezoket harom csoportra oszthatjuk: kémiai (karcinogén vegyiiletek révén), fizikai
(ionizald, vagy nem ionizald sugédrzas révén), valamint bioldgiai (onkogén virusok altal). A
daganatos sejtekre jellemzd, hogy sejtnovekedésiiket serkentd és gatld szabalyozés felborul,
¢s a sejtek kontrollalatlan osztédasba kezdenek.

A rdkos megbetegedések sokfélesége miatt nincs altalanos gyogymod elleniik. A terapia
megvalasztdsa, a tumor elhelyezkedésétdl, méretétdl, elérehaladottsdgatol, valamint a beteg
allapotatol fiigg. A lehetséges fobb kezelési modszerek: sebészeti beavatkozas, sugar-, kemo-,
immun-, hormon-, illetve iranyitott terapia vagy ezek valamilyen kombinacidja.* Bar nem
olcso, de nagy valoszinliséggel a személyre szabott, célzott tumorterapia hozhat jelentds

attorést a XXI.-szdzadi rak gyogyitasaban.



2 Irodalmi attekintés

2.1 Daganatterapia

A daganat a szervezetben valamennyi szervbél, szévetbdl kiindulhat. Novekedését tekintve
patologias, progressziv ndvekedési tendenciat mutat, esetenként nyugalmi fazisokkal. A
kontrollalatlan ndvekedés génhibdkbol adodik, ezzel elveszitve a normalis novekedési és
osztodasi kontrollra vald valaszkészséget. Daganat kialakuldsanak a feltétele az onkogenezis,
elso 1épésként a génhiba halmozodésa valamint a proliferativ képesség megorzése. Fejlodésiik
¢s novekedésiik a szervezet anyagcseréjétdl fiigg. A daganatok lehetnek joindulatiiak
(benignus) vagy rosszindulatiak (malignus). A benignus tumoroknak lokalizalt és lasst a
novekedésiik, ebbdl kovetkezik, hogy ezekben az esetekben a sebészeti beavatkozas igen
hatékony. A benignus tipusi daganatok idével malignussa alakulhatnak. A malignus
tumorokat invaziv, destruktiv ndvekedés jellemzi, az esetek tobbségében a szervi anatomiai
hatarokon is talburjanzanak ¢és attéteket képezhetnek. A daganatterapia célja a megfeleld
terapia kivalasztdsa ¢és alkalmazasa, ez lehet: sebészeti beavatkozas, sugarterapia,
immunterapia, hormonterapia, kemoterapia, valamint ezek kombinéci(')ja.5

A kolorektalis rak kezelésében elsdsorban a sebészeti beavatkozast alkalmazzak, mellette a
sugar- ¢s kemoterapianak jut fontos szerep, valamint az utobbi idében egyre jelentdésebb a

célzott bioldgiai terapiak alkalmazasa.®

2.1.1 Sebészeti beavatkozas

A daganatos betegek gyogyitdsdban az elsé szami modszer a mitéti beavatkozas.
Hatékonysaga fligg a tumor méretétdl, illetve annak alakjatol/lokalizaltsagatol, azaz, hogy a
kornyez6 szévetekre milyen mértékben terjedt at.

Vastagbélrak esetében eddig ez az elsé szamu és legjobb megoldas. A miitét soran az érintett
bélszakaszt kimetszik, illetve ezzel egyiitt a kdrnyezd nyirokcsomokat is eltavolitjak. A miitét
tipusa a mar feljebb emlitett tényezoktol fiigg, tovabba attol, hogy a végbél zardizmait el kell-
e tavolitani. Az egyszeriibb esetekben gyakori az a megoldas, hogy a kimetszés utan az ép

vastagbélszakaszokat egyesitik.°



A mitét gyakran kombindlt terapia része, megeldzheti, vagy kovetheti sugarkezelés, illetve
kemoterapia, attol fliggden, hogy a tumor méretének a csokkentése-e a cél a beavatkozas eldtt

vagy az Gjabb kialakulast szeretnénk megelézni.°

2.1.2 Sugarterapia

A sebészeti beavatkozdsok utan a masodik leggyakrabban hasznalt terapids eljaras a
sugarterapia, ez a kolorektalis rdk esetében is érvényes.® A kezelés soran ionizald sugarzast
alkalmaznak, ez a nagy energiaju ionizald sugéarzas karositja a sejtek DNS-eit, ezzel gatolva a
sejtosztodast. A karosodott DNS a sejtek pusztulasat okozhatja. A leggyakrabban alkalmazott
sugarforrasok: %co, L. A sugarforrast vagy a beteg testén kiviil helyezkedik el, vagy a
testiiregben, amikor is a szovetek k6zé szurt tiiben helyezik el a sugarforrast. Radioizotopos
kezelés soran injekcio formajaban juttatjak be a sugarzo izotopot. Azonban ezek az eljarasok
nem csak a tumorsejtek DNS-ét karositja, hanem az ép sejtekét is.

Ezt az eljarast f0leg a vastagbélrak esetében alkalmazzak, altaldban a sebészeti beavatkozas
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utan, kombinalva kemoterapiaval.

2.1.3 Kemoterapia

A kemoterapiat foként a vérképzo szervek rosszindulati daganatai (leukémia, limfoma) esetén
hasznaljak. Ennek ellenére a kolorektalis rdk utokezelésében is jelentds szerepe van.® A
kezelés soran, a beteget citosztatikumokkal kezelik, ennek bejuttatasa torténhet szajon at vagy
vénas infuzioként. Ezek a citosztatikumok vagy elpusztitjdk a rdkos sejteket, vagy
osztodasukat gatoljak. A kemoterapias szerek az osztodd vagy proliferald sejteket célozzak
meg. A tumorokban a normal szovetekhez képest nagyobb az osztodd sejtek szama, igy a
citosztatikumok hatasa elsdsorban ezekre hat. Azonban az emberi szervezetben a csontveld, a
sz4j- €s bélnyalkahartya €és a szortliszOk sejtjer folyamatosan és gyorsan szaporodnak, igy
ezekre is hatassal vannak, ezzel mellékhatasokat okozva.” Mellékhatasokként jelentkezhet
hajhullés, faradékonysag, hanyinger, valamint a csontveld karositdsa miatt a fehérvérsejt-
szam is csokken, ezzel el6idézve az immunrendszer legyengiilését.
A citosztatikumok hatasmechanizmusa alapjan a kovetkez6 tipusokat kiilonbdztetjiik meg:

e Alkilezdszerek (DNS replikaciot gatoljak, hibas replikaciot eredményeznek),

pl. ciszplatin, melfalan



e Antimetabolitok (DNS szintézishez sziikséges enzimek miikodését vagy koztes
anyagcsere folyamatokat gatldé anyagok), pl. daunomicin, doxorubicin
e Antibiotikumok (interkalacios komplexet képeznek a DNS-sel), pl. metotrexat
e Antimitotikumok (a mitotikus orsé kialakulasat gatoljak), pl. vinblasztin,
vinkrisztin
Gyakran alkalmazzédk kombindltan ezeket a citosztatikumokat eltéré hatasmechanizmusuk
miatt, amely szinergista modon névelheti hatékonysagukat.® Azonban a kezelés
eredményességét korlatozza a beteg szerzett vagy oroklott multidrog rezisztencidja (MDR),
azaz amikor a rakos sejtek rezisztenssé valnak az alkalmazott gyogyszerekkel szemben. A
vérarambol torténd gyors kiiiriilés miatt a hatdéanyagokat nagy dozisban kell alkalmazni, ezzel
fokozodnak a toxikus mellékhatasok, ami részben Osszefliigg azzal, hogy Kis
molekulatomegiik miatt, szabadon diffundalnak, ezaltal az egészséges szovetekhez is

eljuthatnak.

2.1.4 Daunomicin

A daunomicin (1. abra) az antibiotikumok csaladjaba tartozo antraciklinek kozé tartozik, a
Streptomyces peucetius baktérium termeli.” Vords szinfi kristalyos anyag. Kemoterapids

kezelések soran gyakran alkalmazzak, f6leg leukémia kezelésére.

Az aglikon részhez egy L-daunézamin kapcsolc')dik.10

CHs, ~ aglikon rész

CHj3

> daundzamin
CHs;

NH, /

1. abra Daunomicin

Kisérletek soran megallapitottak, hogy a daunomicin gatolja a DNS szintézisét, igy a sejtek

osztodasat is. Késobb kimutattak, hogy a kezelések soran alkalmazott dézis befolyasolja a

4



hatdsmechanizmust is. Hatasmechanizmusa soran részt vehet lipidperoxidacioban, alkilezheti
a DNS-t, befolyasolhatja a helikaz enzim aktivitasat, valamint a DNS-szalak szétvalasat
interkalaci6 folytan, illetve gatolhatja a topoizomeraz II enzimet, amelynek fontos szerepe van
a DNS transzkripcid soran.*!

A daunomicin — mint kemoterapias szer — az egészséges sejtekre is hatassal van, nem csak a
daganatos sejtekre, igy toxikus mellékhatasokkal is rendelkezik (tobbek ko6zott: hajhullas,
hanyas, hasmenés, étvagytalansag, immunszupresszid, kardiotoxicitds). A kardiotoxicitas
szervspecifikus mellékhatas, amit a szabadgyok képzo tulajdonsagara vezetnek vissza. Borrel
érintkezve holyaghuzo hatasu és allergias reakciot is kivalthat.

A karos mellékhatasok elkeriilése érdekében oligopeptidekhez (pl.: GnRH)™3* &g
polimerekhez (pl.. HPMA®, EAK'®) konjugaltdk a daunomicint. A daunomicin
alapszerkezetének valtoztatdsa nélkiil két konjugalasra alkalmas funkcids csoportja van;

oxim- vagy hidrazon-kotés kialakitasara az aglikon részen talalhato 13-as C-atomjan talalhato

oxocsoport és amid kotés kialakitadsara a daunézamin aminocsoportja (2. dbra).

oxim- vagy
hidrazon-kotés

‘CH/ amid-kotés
NH,

2. dbra A daunomicin konjugalasara alkalmas funkcios csoportok

A cukorrész aminocsoportjan kialakitott konjugacié nem kezdvezd, mivel ekkor a konjugatum
bioldgiai hasznosithatosaga jelentdsen csokken. Hidrazon-kotés kialakitasa esetén pedig, a pH
érzékenysége (pH<5 esetén bomlik a hidrazon-kétés) miatt a tisztitasa nehézkessé valik.** igy
a munkdm sordn oxim-kotéssel konjugéaltam a kivalasztott peptidekhez. A kotés kialakitasa
soran a peptidlanchoz egy aminooxiecetsavat kell kapcsolni, mely alkalmas arra, hogy a

daunomicinnel kemoszelektiv ligacios eljarasban oxim-kotést alakitson ki.



2.1.5 Iranyitott tumorterapia

Az iranyitott vagy célzott kemoterapia a kemoterapidnak egy olyan modositott valtozata,
amely arra torekszik, hogy a szelektivitas novelésével kikiiszobdlje, de legalabbis csokkentse
a kemoterapia mellékhatasait, ezaltal is javitva a kezelés alatt 4ll6 paciensek ¢életmindségét. A
90-es évek elején keriilt elotérbe ez a mddszer, 1ényege hogy a citosztatikus hatdanyagok
szelektiven a rdkos sejtekbe juttathatdak legyenek, ezzel elkeriilve az egészséges szdveteken
mutatkozo toxicitasat.

Ennek a terapianak az egyik csoportjdba olyan anyagok tartoznak, amelyek a rakos sejtek
felszinén talalhaté receptorokhoz kotddnek, meggatolva azt, hogy ezek a receptorok sajat
szubsztratjukhoz ko6tédve olyan ingert kozvetitsenek a sejtmagba, ami a sejt osztodasat
serkenti. Tehat a cél a receptor gatlasa. Az egyik els6 ilyen molekula egy immunfehérje
(monoklonalis antitest) volt. A monoklonalis antitestek, specifikusan a rakos sejt membranjan
talalhato antigénekhez (receptorokhoz) kotédnek, igy a megfeleld inger hianyaban a rakos sejt
elpusztul. A hatas fokozasa érdekében ezekhez az antitestekhez kiilonboz6 hatéanyagokat
lehet kapcsolni.”

A kutatasok sordn szamos olyan receptort talaltak, melyek a rakos sejtek membranjan sokkal
nagyobb szamban vannak jelen (talexpresszalodnak). Ilyen receptorok pl. a GnRH-R,
szomatostatin receptorok, EGF-R, VEGF-R, tuftsin receptorok.

Ha a hatéanyagot olyan molekuldhoz kapcsoljuk, amely specifikusan a rakos sejtek
receptoraihoz kotddnek, akkor szelektiven juttathatjuk be azokat, ezzel a hatéanyag csak a
rakos sejtekre fejti ki a hatasat.”

Ilyen rendszert alkotnak a hatdanyag szallito rendszerek (drug delivery systems), amelyek egy
hordozdbdl, egy iranyitobol és hatdéanyagbol épiilnek f61. Hordozoként hasznalhatunk oligo-
¢s polipeptideket, valamint polietilénglikolt, iranyitomolekulaként pedig antitesteket,
cukrokat, lektineket, vagy mas receptor-ligandumokat, példaul peptideket.'” Sokszor a
hordozo és az iranyitd molekula megegyezik.

Az ilyen Kkonjugatumok hasznalataval elérhetjik, hogy azok specifikusak legyenek a
daganatsejtre, tovabba ezek a konstrukciok javithatjadk a citosztatikus hatdanyagok
oldékonysagat. A konjugadtumok a rakos sejt membranjan taldlhatd receptorokhoz kotddve
receptor-medialt endocitézissal jutnak be a sejtbe, ahol lebomlanak és igy a felszabadulo

szabad hatoanyag vagy annak aktiv metabolitja kifejti a hatasat.'®



Kolorektalis rdk esetén, a moddszer, a daganatsejtek felszinén talalhatdé novekedési faktor
receptor (EGF-R) ellenanyaggal (Herceptin® (trastuzumab)) torténd gatlasan alapul. Azonban
ez a modszer akkor eredményes, ha a KRAS-teszt szerint a beteg a KRAS fehérje vad tipusat
hordozza, kiilonben a hibas KRAS fehérje a sejtfelszini ndvekedési faktor
Masik lehetséges modszer — mellyel kutatdcsoportunk is foglalkozik — a mar fentebb emlitett
peptid-hatéanyag konjugatumok hormon receptorokon (GnRH és szomatosztatin receptorok)

keresztiil torténd tumorsejtbe juttatasa.?®?!

2.1.6 Kombinalt iranyitott tumorterapia

A receptorok szama a tumorsejteken annak ellenére korlatozott, hogy talexpresszalodnak,
kezelést. Ezért tobb megoldast alkalmazhatunk. Az egyik lehet6ség, ha egy irdnyitod
molekuldhoz t6bb hatdanyagot kapcsolunk, ekkor a térgatlasra figyelni kell, hogy az irdnyito
molekula ne veszitse el a receptorhoz kot6dd képességét.13 Egy maik megoldas kiilonb6zo
konjugatumok egyiittes alkalmazasa. llyenkor eltéré receptorokhoz kotodé —iranyitd
molekulakat alkalmazunk, ezekhez kapcsolhatunk azonos vagy kiilonb6z6 hatéanyagokat.

Mindkét esetben fokozott citosztatikus hatast érhetiink el additiv vagy szinergista modon.

2.2 Hormon peptidek antitumor hatasa HT-29 vastagbél tumorsejteken

Az irényitott tumorterapidban nagy szerepet szannak olyan konjugatumoknak, amelyek
hormon peptideket tartalmaznak iranyité molekulakként.*® Ezeknek a hormon peptideknek a
receptorai a legtobb tumorsejten tilexpresszalodnak, igy jol alkalmazhatok szelektiv célba
juttatdsra. A legnagyobb jelentdsége a gonadotropin-releasing hormonnak (GnRH) és a
szomatosztatinnak illetve analogjaiknak van, mert ezek a hormon molekuldk 6nmagukban is
tumorndvekedést gatld hatdssal rendelkeznek. Egy GnRH — doxorubicin konjugdtum mar a
klinikai vizsgalatok III. fazisaban van eml6-, ovarium és endometrium-tumorok esetén.?? Az
MTA-ELTE Peptidkémiai KutatocsoportjAban mar hosszabb ideje foglalkoznak GnRH és
szomatosztatin analégok daunomicint tartalmaz6 konjugatumaival. Ezekhez a peptidekhez
aminooxiacetil-csoporton keresztiil oxim-kotés kialakitasaval kapcsoltak a daunomicint. Az

oxim-kotésbdl a tapasztalatok szerint nem szabadul fel a szabad hatéanyag. A minimalis



daunomicint tartalmaz6é metabolit egy olyan vegyiilet, amiben a Dau amonooxiacetil-
csoporton keresztiil kapcsolddik egy aminosavhoz (Dau=Aoa-Aaa-OH). Bar ez a metabolit
képes kotddni a DNS lanchoz, a kotddés erdsségét, igy az anyag hatékonysagat jelentOsen
befolyasolja a kapcsolddd aminosav tipusa.20 Tehat sok esetben hatékonyabb konjugatumokat
kaptak abban az esetben, ha a daunomicint nem kozvetleniil, hanem egy megfeleld
enzimlabilis spaceren keresztiil kapcsoltdk a hormon peptidhez. A teljesség igénye nélkiil
felsorolok néhany konjugatumot (1. tablazat), amelynek jelentdsége lehet abbol a
szempontbol, hogy az altalam eldallitott vegyiileteket 0ssze tudjam hasonlitani a korabban

eldallitott hormon peptid — hatéanyag konjugatumokkal.

1. tablazat GnRH és szomatosztatin analégok daunomicin konjugatumai

Citosztazis
Hormon peptid — daunomicin konjugatum HT-29 sejteken

(1Cs0; uM)
Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH, 14,2 +3,2
Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly)-Pro-Gly-NH, 19,4 + 3,1
Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa-Tyr-Arg-Arg-Leu)-Pro-Gly-NH, 28,6 5,5
Dau=Ao0a-D-Phe-c[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys]-Thr-NH, 20,6 4,0
Dau=Aoa-D-Phe-c[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Cys]-Thr-NH, 2,1 £0,9*
Dau=Aoa-Tyr-Arg-Arg-Leu-D-Phe-c[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Cys]-Thr-NH, 32+04*
Dau=Aoa-Leu-Arg-Arg-Tyr-D-Phe-c[Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Cys]-Thr-NH, 0,6 £0,1*

*A harom szomatosztatin analdog Dau konjugdtumok eredménye 24 oras kezelést kovetéen (Hegediis
Rézsa ,,Tumorellenes hatdanyagtartalmu peptidhormon szarmazékok szintézise és vizsgalata cimi
PhD dolgozata alapjan. Az adatok még nem publikaltak), mig a tobbi vegyiilet esetén 6 6ras kezelést

mutatnak az 1Cs, értékek.

A Kkutatocsoportban tovabbi modositasokkal (szekvencia valtoztatas, rovid lanch zsirsavak

B22 e1sallitottak az itt feltiintetett

beépitése, tobb és/vagy mas tipusi hatdoanyag kapcsoldsa)
vegyiileteknél hatékonyabb szarmazékokat is, de a munkdmmal valé Gsszehasonlitds

szempontjabol ezek a vegyiiletek tekinthetok relevansnak.




2.3 Fag konyvtaras peptidek

A fagbemutatas (phage display) eljarast (3. abra) George P. Smith alkotta meg, ezzel kisérleti
koriilmények kozott a fehérjék iranyitott in vitro evoluciojat megteremtve.** Az eljaras soran a
vizsgalni kivant fehérje génjét egy bakteriofag burokfehérjegénhez kapcsoljak, igy fuzios
fehérjék keletkeznek, amelyek beépiilnek a fag burkéba. Az idegen fehérje €és a génje a fagon
keresztiil fizikailag kapcsolt, az idegen fehérje génje a fagrészecske belsejében talalhato, ezzel
parhuzamosan a fagrészecske kiilsején megjelenik az idegen fehérje. Az iranyitott evolicio
soran a gén pontosan megszabott kodonjat valtoztatjdk meg. Egyidejlileg szamos kodon is
megvaltoztathatod, valamint megszabhato a mutaciok helye és pozicionkénti variabilitasa. A
moddszer soran tobb milliard varidnst tartalmazd DNS-kOnyvtarakat hoznak létre, ezeket
baktériumokba juttatjak, ezzel létrehozva a fag-fehérje konyvtarakat. Minden fag csak
egyfajta fehérjevarians génjét hordozza. A moddszer soran tobb millidrd kisérletet végeznek

parhuzamosan. A megfeleld fag-fehérje varidansokat a megfeleld gén szekvenalasaval

azonositjak (fizikailag kapcsolodik a  Fag-fehérjeksnyvtar

fég-fehérje Variéns a génhez). A @/. In vitro szelekcio
modszer elénye, hogy nem fiigg a @F,%
bonyolult sejtfiiggd @f}

mechanizmusoktol, barmilyen Nemkatd kionok
Itavolita |
baktériumban termelhet fehérjével £ f”“k°'°"epes WGtk sty diikatasa A

és felszaporitasa baktérium sejtekben

lehet dolgozni, valamint a szelekcid is

kontrollalt. A modszer soran nem csak konyvtar feldusul funkcidoképes klénokban

A ciklus tébbszér megismételhetd, a (=

fehérjéket, hanem peptideket is lehet 3. dbra A figbemutatis sémaja
keresni.”®

A CP15 (VHLGYAT) peptidet és a diszulfidhidat tartalmazé c[CPIEDRPMC] ciklopeptidet,
HT-29 vastagbél tumorsejtre vald specifikussag alapjan talaltdk. Kutatdsok sordn ez a két
peptid a vastagbélrak tumorsejtjeihez kotédott, de normal bélhamsejtekhez nem. Kidertilt
tobbek kozott azt is, hogy iranyité tulajdonsaguk, akkor is megmarad, ha a szekvenciat
tovabbépitik.2*%’

Bar azt még nem tudjak, hogy milyen receptorhoz kétddnek és milyen modon jutnak be a
sejtekbe, de nagyfokt specifikussaguk miatt iranyitd molekulaként hasznalhatoak a HT-29

vastagbél tumort célzo irdnyitott tumor terapiaban.



2.4  Peptidszintézis

Két legelterjedtebb moddja a peptidek szintézisének, az oldatfazisu, illetve a szilardfazisu

peptidszintézis.

Az oldatfazisu peptidszintézis homogén oldatban zajlik. Minden kapcsolas utan izolalni kell a

terméket, ezt kicsapatassal teszik meg. Egyes kapcsolasok soran a kitermelés 60-90%-os, igy

egy hosszu szintézis soran, amikor sok aminosavat kell egymds utdn kapcsolni, el6fordulhat,

hogy a szintézis végére mar nem marad peptid.

Ezért Merrifield kidolgozta a szilardfazisu peptidszintézis (SPPS) elvét, ezzel egyszertibbé,

gyorsabb4 ¢és hatékonyabba téve a peptidszintézist.”® Az oldatban torténd szintézishez

hasonldan, a peptid felépitése torténhet aminosavak Iépésenkénti beépitésével (stepwise),

illetve  fragmenskondenzacidval, = amikor
hosszabb, védett, vagy részlegesen védett

peptidlancokat kapcsolnak Ossze a gyantdn

(konvergens  szilardfazisi  peptidszintézis;
CSPPS).?
Az SPPS soran a peptid egy szilard,

oldhatatlan hordozéhoz van kapcsolva, amig

be nem fejezédik a  szintézis. A

hordozé/gyanta egy oldhatatlan, funkcids
csoportokat tartalmazo polimer, amelyeken
keresztiil a peptid C-terminalis fel6li elsd
aminosava kapcsolodik (4. abra). A szintézis
soran a C-terminalis védelmét maga a gyanta
latja el. Majd az atmeneti
a-amino-véddécsoport  hasitasat kovetden, a
kovetkezd aminosav-szarmazék peptidkotéssel
kapcsolhaté. A felkapcsolandd aminosav-
szarmazékokat megfeleld modon aktivalni,
illetve védeni kell. Mivel az eljaras soran
nagy reagens felesleget  alkalmazunk,
az o-aminocsoportok mellett az érzékeny

oldallanc funkciés csoportokat is védeni kell.

erl H 0 Rl
I
N OH
H,N N
O R" H O

X @

elso aminosav
kapcsolasa

Rl
Y\]I\T /%(0\
H O

masodik aminosav
kapcsolasa

lli 0 R!
_N 0
. \)LN)Y \
RZ H 0

n+1 aminosav
kapcsolasa

R™! |H

: 0 R!
I
0 R" |H 0

-2z

hasitas

n

4. dbra A szilardfazisu peptidszintézis elve
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Ezeket nevezziik alland6 véddcsoportoknak, mivel csak a szintézis végén keriilnek
eltavolitasra. A 1épések ismétlésével eldallithatdo a kivant hosszsagu peptidlanc. A kész
peptidlancrol le kell hasitani a gyantat, illetve a véddcsoportokat, ezt altalaban egy 1épésben
végezzik el. A megfeleld tisztitasi eljarasok utan megkapjuk a szintetizalni kivant peptidet.30
A moddszer eldnye, hogy a reakcioelegy minden 1€pés utan szliréssel eltavolithatd és a gyanta
moshatd, igy a melléktermékek és az elreagalatlan anyagok eltdvolithatéak, ekozben a szilard
gyanta és a hozza kapcsolt peptidlanc a sziirén marad. Igy a szintézis egyetlen
reakcidedényben végezheté ¢és a veszteségek jelentésen csokkennek. A szilardfazisa
peptidszintézis 1ényegesen gyorsabb (~26ra/aminosav), mint az oldatban végzett szintézis (1-
2 aminosav/nap), illetve automatizalasra is lehetdséget ad.

Hatranya ugyanakkor, hogy a peptid izolalasa €s vizsgélata csak a gyantdrdl vald lehasitas
utan lehetséges. A hibas szekvencidk elkeriilése érdekében a kapcsoldsoknak, hasitasoknak
majdnem 100%-0s konverzidjunak kell lenniiik. Ezt a mar emlitett nagy reagensfelesleggel
lehet elérni, 3-5 ekvivalens mennyiségli aminosav-szarmazékot és az aktivalashoz sziikséges
reagenseket jelent a gyantakapacitasra nézve.

A védett aminosavak kapcsolasahoz aktivéaljadk az aminosav-szdrmazék karboxilcsoportjat,
ezzel eldsegitve a peptidkotés kialakuldsat. Ehhez aktivald reagenseket alkalmaznak,
legaltalanosabban 1-hidroxibenztriazolt és valamilyen karbodiimid szarmazékot (2. tablazat).
A reakcidelegyben aktiv észterek keletkeznek, ami in situ elreagal a novekvd peptidlanc

szabad aminocsoportjaval (in situ akiv észteres kapcsolas).

2. tablazat A peptidszintézis soran hasznalt aktivalé reagensek

aktivalo reagensek rovidités képlet
N
\\N
1-hidroxibenztriazol HOBt /
N
\
OH
) _ . N
N,N’-diizopropil-karbodiimid DIC X
\N
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2.4.1 Agyanta

A gyanta feliiletén funkcios csoportok talalhatok, melyekhez hozzakapcsolhaté a peptidlanc
els6 aminosavanak a karboxilcsoportja. A jo hordoz6 mechanikaileg stabil, kémiailag pedig
inert, valamint az alkalmazott olddszerekben jol duzzad, ezzel eldsegitve a reagensek
hozzaférhet6ségét az épiilé peptidlanchoz. A gyanta és a peptid kozti kovalens kotésnek
stabilnak kell lennie a szintézis sordn, ugyanakkor a kész peptidlancnak konnyen
lehasithatonak kell lennie a gyantarol.

Tobbféle polimer hordozo (celluldz, polivinil-alkohol, ioncserélé gyantak) koziil, legjobbnak
a klor-metilezett sztirol/1,4-divinilbenzol (1-2%) kopolimerje bizonyult. Ez a térhalos polimer
gyanta kelloképpen porozus szerkezetli, ezzel elOsegitve a reagensek szdmara az
atjarhatosagot.*

Manapsag mar tobbféle gyantat is forgalmaznak, melyek kiilonb6zé funkcids csoportokat
vagy funkcionalizalt linkereket alkalmaznak. Ezek lehet6vé teszik a szildrdfazist szintézisek

sokoldalusagat.

2.4.2 A szilardfazisa peptidszintézis stratégiai

A szilardfazisu peptidszintézisnek két altalanosan hasznalt tipusa van:

e Boc/Bzl  stratégia, ahol az  aminosav-szdrmazékok  a-aminocsoportjat
terc-butiloxikarbonil-csoporttal latjak el, mig az oldallanc véddécsoportok tobbsége
benzil-csoporton alapuld véddcsoport™

e Fmoc/Bu stratégia, ahol az aminosav-szdirmazékok  a-aminocsoportjat
9-fluorenil-metiloxikarbonil-csoporttal védik, az oldallancokat pedig terc-butil
(ilL. tritil) tipust véd8csoportokkal®

Az alkalmazott stratégiat a szintetizdland6 peptid szekvenciaja és/vagy a rendelkezésre allo
eszk6zok hatarozzak meg.
A munkam soran Fmoc/Bu stratégiat alkalmaztam, igy a kovetkezd fejezetben ezt fogom

részletezni.
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2.4.3 Fmoc/'Bu stratégia

Az Fmoc/Bu modszer esetén a savas koriilmények kozott érzékeny aminosavak (Cys, Met,
Trp, Tyr) oxidéciodja és alkilezddése elkeriilhetd a szintézis soran, igy az ilyen aminosavakat
tartalmazo szekvencidk szintézisére ez a modszer az elonydsebb.

Az aminosav-szarmazékok a-aminocsoportjat 9-fluorenil-metiloxikarbonil-csoporttal (Fmoc)
védik, mig az oldallancok funkcids csoportjainak védésére foleg terc-butil-tipusa
védOcsoportokat alkalmaznak. Az Fmoc-csoport savakkal szemben stabil, de bézisokkal
szemben nem, igy hasitasa 20-55%-0s piperidin/DMF oldattal torténhet (5. abra). A hasitas
soran dibenzofulvén keletkezik, ami igen reaktiv és bizonyos aminosavakat képes alkilezni,

de a piperidinnel stabil adduktot képez, ezzel elkeriilve a mellékreakcidkat.

I TFA
CHy O C=0
N Hy |
H;C O—C—C—CH
CH, NH
TFA ('3=0 iperidin
CH,

5. dbra Fmoc-Asp(O'Bu)-Tyr(‘Bu) Rink Amid MBHA gyanta

Kisérletek soran igazoltdk, hogy a leghatékonyabb hasitdelegyként 2% piperidin ¢és
2% 1,8-diazabiciklo[5,4,0]-undec-7-ént (DBU) tartalmaz6 DMF oldat alkalmazhat6. Ez az
elegy gyorsan ¢és hatékonyan hasitja le az d&tmeneti véddcsoportokat, még térbeli gatlas esetén

is, valamint csokkenti az enantiomerizéciot is.*?
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Az aminosav-szarmazékok kapcsolasahoz DIC és HOBt aktivald reagenseket hasznalnak, a
gyantakapacitashoz viszonyitva 3-5 ekvivalensnyi mennyiségben.

A gyantarol vald lehasitassal egy idében az allandé véddcsoportokat is lehasitjak, ehhez
80-95%-0s TFA oldatot hasznalnak (5. abra). A felszabadult karbokationok miatt
gyokfogokat (kation befogo) kell alkalmazni. Gyokfogdként alkalmazhato tobbek kozott viz,
triizopropil-szilan (TIS).

Ennél a stratégianal is tobbféle gyanta all rendelkezésre a szintetizalando6 peptidtdl fiiggben. A
gyantak polisztirol-1,4-divilbenzol kopolimer alapuak, a savérzékenységiik fokozasara pedig
megfeleld linkereket alkalmaznak.

A Wang-, a SASRIN- és a 2-klortritil gyanta a hasitas utdn a C-termindlison karboxil véget
eredményez, mig a Rink Amid tipusi gyantdk (pl. Rink Amid MBHA) amid végi

peptidlancot eredményeznek.

2.4.4 Kapcsolasi reakciok ellenorzése

A szintézis sordn a hidnyos szekvencidk elkeriilése érdekében a reakciok sikerességét
ellendrizni kell. Kaiser-teszt sordn a szabad, elreagdlatlan aminocsoportokat tartalmazo
peptidek ninhidrinnel jellegzetes kék szinii reakciot adnak (6. abra). A teszt soran a
gyantaszemekhez par csepp ninhidrin-, KCN- és fenol-oldatot adnak, majd 4-5 percen
keresztiil 104°C-on melegitik. Ha az oldat szine nem valtozik (sarga marad), akkor az a
szabad aminocsoportok hianyat jelenti, tehat a kapcsolas sikeres volt. Abban az esetben, ha az
oldat, illetve a gyantaszemek kékek lesznek, ujrakapcsolasra van sziikség. A teszt mar 1%
szabad aminocsoport jelenlétében is pozitiv tesztet ad (intenziv kék szinii lesz).34 Fmoc/'Bu

stratégia esetén, a gyantaszemeken eléfordulhat, hogy csak barnas szinezddés figyelhetd meg.

0 OH @)
OH
2 + NH,—@R ——» N
OH
@) O )

6. abra Kaiser-teszt

Prolinhoz t6rténd kapcsolas utan, a Kaiser-teszt soran izatint is adnak a gyantahoz, mivel a

prolin egy aminosav, ami szintén reagal ninhidrinnel, de a keletkez6 termék szine sarga, igy
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az oldat szine nem valtozik meg az elreagalatlan prolin jelenlétében sem. lzatin

hozzaadasaval, sikertelen kapcsolas esetén a gyantaszemek vordses-barnas szintiek lesznek (7.

abra).®
O O
N
H N
R R

7. abra Prolin reakcidja izatinnal
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3 Célkitiizések

A munkam célja olyan kiildonbozd fag konyvtarbol valasztott peptidek daunomicinnel valod
konjugatumainak eldallitasa és vizsgalata volt, melyek szelektiven hatnak a HT-29
tumorsejtekre, ezaltal irdnyitott tumorterapiara alkalmasak lehetnek. Iranyit6 molekuldnak a
VHLGYAT ¢és a c[CPIEDRPMC] peptideket valasztottam, melyeket fagtérképezések soran
talaltak specifikusnak a HT-29 sejtekre.

Célom volt:

e A VHLGYAT peptid (Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH,) szintézise, illetve olyan
aminooxiecetsav-szarmazék elballitaisa (Aoa-VHLGYAT-NH;), mely alkalmas a
daunomicinnel val6 konjugéciora.

e Az Aoa-VHLGYAT-NH; peptid konjugalasa daunomicinnel.

e Tanulmanyozni szerettem volna az enzimlabilis spacerek (Gly-Phe-Leu-Gly, Leu-Arg-
Arg-Tyr) hogyan befolyasoljak, a VHLGYAT iranyitomolekula hatasat, ezért célom
volt ezeket a spacereket tartalmaz6 VHLGYAT peptidek (Aoa-GFLG-VHLGYAT-
NH,, Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH,) szintézise is.

e Az enzimlabilis spacert tartalmaz6 VHLGYAT peptidek konjugalasa daunomicinnel.

e A masik fagtérképezés soran talalt diszulfidhidat tartalmazo (c[Cys-Pro-lle-Glu-Asp-
Arg-Pro-Met-Cys]-NH,)  ciklopeptid  szintézise, valamint aminooxiecetsav-
szarmazékanak eldallitasa (Aoa-cC[CPIEDRPMC]-NH,).

e Az Aoa-c[CPIEDRPMC]-NH; ciklopeptid konjugalasa daunomicinnel.

e Ez esetben is vizsgalni szerettem volna, hogy az aminooxiecetsav és az iranyito
molekula kozott a spacer (GFLG, LRRY) szekvenciak, hogyan befolyasoljak a
bioldgiai hatast, ezért célom volt ezeket a spacereket tartalmazé ciklopeptidek (Aoa-
GFLG-c[CPIEDRPMC]-NH,, Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH,) szintézise is.

e A spacert tartalmazo ¢[ CPIEDRPMC] peptidek konjugaldsa daunomicinhez.

e A fag konyvtarban talalhaté peptidek konjugatumainak in vitro biologiai vizsgalta,
majd a kapott eredmények Osszehasonlitasa a kutatdcsoport altal korabban szintetizalt
GnRH-11I és szomatosztatin analégok hatasaval HT-29-es sejtekre nézve, valamint az

optimalis szerkezet megallapitasa a késébbi kombinalt kezelésekhez.
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4  Eredmények

A munkdm soran eldzetes célkitiizéseimnek megfelelden, kiilonb6z6 peptid — hatdanyag
konjugatumok szintézisével foglalkoztam.

Eléallitottam két HT-29 vastagbél tumorra specifikus, fag konyvtarban talalhatd peptidet
(VHLGYAT, c[CPIEDRPMC]), illetve ezeknek az aminooxiacetilezett szarmazékait,
amelyekhez késobb oxim-kotéssel daunomicint konjugéltam. Tovabba eldallitottam az
emlitett peptidek ¢és az aminooxiecetsav kozé épitett enzimlabilis tavtartd peptidekkel
hosszabbitott valtozataikat is. Az igy kapott hat konjugatum in vitro citosztatikus hatasat
MTT-teszttel vizsgaltuk, HT-29 sejteken.

A kapott eredményeket Gsszehasonlitottuk a kutatdocsoportban kordbban eldallitott GnRH-I11

analogok tumorellenes hatasaval.

4.1 A Dau=Aoa-VHLGYAT-NH, konjugatum szintézise

4.1.1 Az Aoa-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH, (1) szintézise

A heptapeptid szintézist Fmoc/'Bu stratégiaval Fmoc-Rink Amid MBHA gyantan manuélisan
végeztem. Az Fmoc-véddcsoportot 2% piperidin-2% DBU/DMF eleggyel hasitottam, az
aminosavakat 1épésenként DIC/HOBt kapcsold reagensekkel DMF-ben épitettem be a
peptidlancba. A kapcsolasi reakciokban a gyantakapacitasra szamolt harom ekvivalens
mennyiségli aminosav-szarmazékot és aktivaloé reagenst hasznaltam. A védett VHLGYAT
szekvencia felépitése utan a gyantat harom egyforma részre osztottam, a kétharmadat késobbi
tovabbépitésre félreraktam, a maradék egyharmadhoz pedig Boc-védett aminooxiecetsavat
(Boc-Aoa-OH) kapcsoltam. A kész peptidet 95% trifluorecetsav (TFA), 2,5% desztillalt viz és
2,5% gyokfogo elegyével hasitottam a gyantarol. A hasitdelegy hatasara a védécsoportok is
lehasadnak.

A kapott nyersterméket folyékony nitrogénben fagyasztottam le a liofilizalashoz, ezzel
elkeriilve az aceton/szarazjeges hiitést, mivel az aminooxiecetsav nagyon érzékeny az

oxovegyiiletekre (aceton gdzével pillanatszeriien elreagél oxim-vegyiilet keletkezése kozben).
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o}

HL Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH,

_O

HoN
8. dbra Aoa-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH; (1)

Sajnos az analitikai HPLC soran kidertilt, az elévigydzatossag ellenére a nyerstermék jelentds
részének az aminooxiecetil-csoportja elreagalt acetonnal. Az izopropilidén-csoportot
liofilizalas utan, 0,2M NaOAc pufferben (pH 5,08) oldva metoxiaminnal reagaltattam, hogy
az aminooxiecetsavrol az izopropilidén-csoportot eltavolitsam. A nyers aminooxiacetilezett
peptidet (8. abra) forditott fazisi nagy hatékonysagt folyadékkromatografiaval (RP—HPLC)
tisztitottam. Tisztitds utdn a kozti terméket — az érzékenysége miatt — izolalas nélkiil

hasznaltam fel a daunomicinhez valé konjugalashoz.

4.1.2 Az Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH, (2) és
az  Aoa-Leu-Arg-Arg-Tyr-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH,  (3)

peptidek szintézise

A peptid-gyanta félrerakott kétharmadat elfeleztem, az egyik felére GFLG, a masikra LRRY
tetrapeptid spacert épitettem, a megfeleld védett aminosavakbol. Végiil mindkét esetben a
peptidek N-terminalisara aminooxiecetsavat (Boc-Aoa-OH) kapcsoltam. A kész peptideket (9.
¢és 10. abra) ezekben az esetekben is, a fent emlitett TFA/deszt. viz/gydkfogd elegyével
hasitottam a gyantar6l. Mivel ezekben az esetekben is jelentds mennyiségli izopropilidén
szarmazék keletkezett, a fent emlitett koriilmények kozott visszaalakitottam az aminooxiacetil
szarmazékka a peptideket. Majd preparativ RP-HPLC-n tisztitottam és liofilizalas nélkiil

azonnal felhasznaltam a konjugalashoz.

Gly-Phe-Leu-Gly-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH,

0

H.N
9. dbra Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH, (2)
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Leu-Arg-Arg-Tyr-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH,

_0O

HoN
10. dbra Aoa-Leu-Arg-Arg-Tyr-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH, (3)

4.1.3 Az aminooxiacetilezett peptidek konjugaliasa daunomicinnel

A tisztitott peptideket 0,2M NaOAc pufferben (pH= 5,08) feloldottam (10 mg/ml -
peptid/NaOAc puffer) és két ekvivalesnyi daunomicint adtam hozzajuk. A konjugalas
szobahémérsékleten, allando kevertetés mellett egy éjszaka alatt végbement. A reakcié soran

oxim-kotés alakult ki az aminooxiecetsav és a daunomicin 13-as C-atomja kozott (11., 12. és

13. abra).

0]

HK Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH,

NH»

11. abra Dau=Aoa-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH, (4)

o]

HL Gly-Phe-Leu-Gly-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH»

NH2

12. dbra Dau=Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH, (5)
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o]

Hl\ Leu-Arg-Arg-Tyr-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH.

13. dbra Dau=Aoa-Leu-Arg-Arg-Tyr-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH, (6)

A reakcié elérehaladtat analitikai HPLC-vel kovettem, majd a teljes atalakulds utdn a
termékeket  preparativ.  RP-HPLC-vel  tisztitottam. A tisztitott  termékeket

tomegspektrometriaval azonositottuk (3. tablazat).

3. tdblazat A konjugatumok (4-6) analitikai adatainak osszefoglalasa

vegyiilet Rt (perc) Mzimorr (@/mMol) | M,ar (g/mol)
Dau=Aoa-VHLGYAT-NH, (4) 26,1 1340,8 1341,0
Dau=A0a-GFLG-VHLGYAT-NH, (5) 32,5 1715,82 1715,7
Dau=Ao0a-LRRY-VHLGYAT-NH; (6) 28,2 1930,1 1929,9

A tablazat a Fliggelék 1-6. abrai alapjan késziilt.
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4.2 A Dau=Aoa-c[CPIEDRPMC]-NH; konjugatum szintézise

421 A (CHj),C=Ao0a-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH,  (7)

szintézise

A szintézist ebben az esetben is Fmoc/'Bu stratégiaval Fmoc- Rink Amid MBHA gyantan
végzetem. Az Fmoc-véddécsoportot 2% piperidin-2% DBU/DMF eleggyel hasitottam, a
megfeleld aminosav-szdrmazékokat DIC/HOBt keverékével kapcsoltam, itt is a
gyantakapacitas alapjan kiszamolt haromszoros mennyiségeket haszndltam. A védett peptid-
gyantat elharmadoltam, az els6 harmadra —a Kkorabbi tapasztalatok alapjan— eleve
izopropilidén-csoporttal védett aminooxiecetsavat ((CH3),C=Ao0a-OH) kapcsoltam a fent
emlitett in situ aktiv észteres eljarassal, a masik két harmadot tovabbi szintézishez félre-
tettem. Az igy kapott peptidet (14. abra) a gyantar6l trifluorecetsavval hasitottam, desztillalt
viz, fenol, tioanizol és etanditiol jelenlétében. Az izopropilidén-csoport kivételével ekkor az
Osszes tobbi véddcsoport is hasadt a peptidrél. Az igy kapott anyagot liofilizaltam. Majd

preparativ RP-HPLC-n tisztitottam és tdmegspektrometria segitségével azonositottam.

o]
/O\)J\
/T|\ Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH,

HaC CH;
14. abra (CH3),C=A0a-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH, (7)

422 A (CH3),C=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-
Met-Cys-NH, (8) és a (CHj),C=Aoa-Leu-Arg-Arg-Tyr-Cys-Pro-lle-
Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH; (9) szintézise

A peptid-gyanta félrerakott kétharmadat elfeleztem, az egyik felére GFLG, a masikra LRRY
tetrapeptid spacert épitettem, a megfeleld védett aminosavakbol. Végiil mindkét esetben a
peptidek N-terminalisara megfeleléen védett aminooxiecetsavat ((CHs3),C=Aoa-OH)
DIC/HOBt keverékével kapcsoltam. A kész peptideket (15. és 16. abra) ezekben az esetekben

is, a fent emlitett TFA/deszt. viz/fenol/tioanizol/etanditiol elegyével hasitottam a gyantarol.
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Az igy kapott nyersterméket liofilizaltam. A liofilizalt anyagot preparativ RP-HPLC-vel

tisztitottam €s tomegspektroszkopia segitségével azonositottam.

0
/O\)J\
J\ Gly-Phe-Leu-Gly-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH,
H,;C CH,
15. dbra (CH3),C=Ao0a-Gly-Phe-Lue-Gly-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH; (8)

O
Leu-Arg-Arg-Tyr-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH,

X

H,C CHs,
16. abra (CH3),C=Ao0a-Leu-Arg-Arg-Tyr-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH, (9)

4.2.3 A (CH;),C=Ao0a-X-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH, (X=
O (7), Gly-Phe-Leu-Gly (8), Leu-Arg-Arg-Tyr(9)) ciklizalasa és az

izopropilidén hasitasa

Az elOzetesen tisztitott €és tomegspektrometridval azonositott két ciszteint tartalmazo
peptideket (7-9) 0,IM Tris pufferben (pH= 8,1) oldottam ¢és egy ¢&jszakan at
szobahdmérsékleten ciklizaltam. Az intermolekularis diszulfid-hid kialakuldsanak elkertilése
érdekében hig oldatot alkalmaztam (0,2 mg/ml). A reakcié végbemenetelét EImann-teszttel
ellendriztem. A reakcié befejezOdése utan az oldatot savanyitas utdn liofilizaltam. Majd
preparativ RP-HPLC-vel tisztitottam és analitikai HPLC-vel, illetve tomegspektrometriaval
ellendriztem a terméket. Az ellendrzott (CHs),C=Aoa-X-c[Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-
Met-Cys]-NH; (X= @ (10), Leu-Arg-Arg-Tyr (12)) termékeket liofilizaltam.

A tomegspektrometriai adatok alapjan a vart (CHs),C=Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly-c[Cys-Pro-lle-
Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys]-NH, (11) ciklopeptid helyett dimer ciklopeptid keletkezet (17.
abra). A dimerizacio csak a (8) peptid esetén alakult ki, tehat a GFLG spacer jelenléte noveli
az aggregaciot. A (8) peptid ujraciklizalasa soran higabb peptid-Tris puffer oldatot (0,1M;
pH= 8,1) alkalmaztam (0,1 mg/ml) valamint aggregaciot gatlé szert (c= 1 mol/dm?) is adtam a

reakcioelegyhez. (Az emlitett probléma és az id6 hianya miatt, a Dau=Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly-

22



c[Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys]-NH, konjugatumot nem tudtam elGallitani, az
Ujraszintézis soran eddig a lépésig jutottam el. A dolgozatom tovabbi részében, igy a
Dau=Ao0a-GFLG-c[CPIEDRPMC]-NH; konjugatum szintézise és bioldgiai vizsgalata nem

szerepel.)

CHj o]
)\ /O\)L
H,C N Gly-Phe-Leu-Gly-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH,

H 3CY N Gly-Phe-Leu-Gly-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH,
Y

CH; 0
17. dbra Az izopropilidén védett Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH,

ciklikus dimer (eddigi tapasztalatok és irodalmak alapjan, valésziniisitett szerkezet)

A liofilizalas utan a peptideket metoxiaminnal, 0,2M NaOAc pufferben (pH 5,08) oldva
reagaltattam, hogy az aminooxiecetsavrdl az izopropilidén véddcsoportot eltavolitsam.

Az aminooxiecetsav izopropilidén véddcsoportjanak eltavolitasat analitikai HPLC-vel
ellendriztem. A nyers peptideket (18. és 19. abra) RP-HPLC-vel tisztitottam, majd az oldatot

beparoltam és izolalas nélkiil felhasznaltam a daunomicinnel térténd konjugalasukra.

]

O\A
HZN/ C)|/5-Pro—lIe-GIu—Asp—Arg-Pro—Met-CTs—N H,

18. d@bra Aoa-c[Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys]-NH, (13)

0O

o
HoN - Leu-Arg-Arg-Tyr-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH,

19. dbra Aoa-Leu-Arg-Arg-Tyr-c[Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys]-NH, (14)
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4.2.4 Az aminooxiacetilezett ciklopeptidek (13, 14) Kkonjugalasa

daunomicinhez

Az aminoociecetsavat tartalmazo peptideket minden esetben 0,2M NaOAc pufferben (pH=
5,08) konjugaltam a daunomicinhez. A liofilizalt peptideket két ekvivalensnyi daunomicinnel
oldottam fel, majd egy ¢jszakan at, allandoé keverés mellett, szobahdmérsékleten kapcsoltam.
Oxim-kotés kialakitasaval a daunomicin 13-as C-atomja és az aminooxiecetsav amincsoportja
kapcsolddott 6ssze (20. és 21. abra).

A kapott termékeket preparativ. HPLC-vel tisztitottam. A  tiszta peptidet

tomegspektrometriaval és analitikai HPLC-vel analizéltam (4. tablazat).

0]

Hl\ Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH,

NH;

20. abra Dau=Aoa-c[Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys]-NH, (15)

0}

H‘\ Leu-Arg-Arg-Tyr-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH,

NH;

21. dbra Dau=Aoa-Leu-Arg-Arg-Tyr-c[Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys]-NH; (16)
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4. tablazat A konjugatumok analitikai adatainak osszefoglalasa

. . M szamolt Mmért
vegyiilet R¢ (min)
(g/mol) (9/mol)
Dau=Aoa-c[CPIEDRPMC]-NH; (15) 29,4 1642,8 1642,7
Dau=Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH, (16) 28,9 2231,52 2231,4

A tablazat a Fluggelék 11., 13., 15. és 17. abrai alapjan késziilt.
4.3 .In vitro biologiai vizsgalatok

Az eléallitott konjugatumok in vitro citosztazisat MTT-teszttel hataroztuk meg, a sejtbejutasi

tulajdonsagaikat pedig dramlési citométerrel vizsgaltuk HT-29 vastagbélkarcioma sejteken.

4.3.1 Invitro citosztazis meghatarozasa

Az MTT-t (3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) az ¢él6 sejtek
mitokodriumaban talalhaté dehidrogenaz enzim képes atalakitani formazan szarmazékka (22.
abra). Ez a formazan szarmazék lila szinii kristalyos anyag, mely vizben nem, de DMSO-ban

oldodik, igy kolorimetridsan vizsgalhato.

CH, NH

N N ~
N|/ \N@ / dehidrogenaz N|
S — .
4 | N
= N
T g g ="
[S] 3
Br S /
CH;

22. abra Az MTT atalakuldsa a dehidrogenaz enzim hatasara

A citosztazis mértékét szazlékosan, az alabbi képletbdl kapjuk meg:

Akez eltzejrek

Citosztazis mértéke (%) = (1 — ) -100

Al-m ntroll zejrek
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Az abszorbancia értékeit A=540 nm-en mérjiilk. A mért ért€kbdl a A=620 nm-en mért hattér
értékeket ki kell vonni.

A képletben az Ayezelt sejek 8 Kezelt sejtek, az Axontroll sejtek @ kontroll sejtek esetében mért
abszorbancia. Ha a citosztazis mértékét a koncentracio fiiggvényében abrazoljuk, a kapott
gorbe segitségével meghatarozhatd az a koncentracioérték, amely a sejtek 50%-at gatolja az
osztddasban (citosztazis). Az igy kapott érték lesz az ICsy.

A citosztatikus hatds meghatarozasahoz 6 és 24 oras kezelési id6 utan a sejteket mossuk, majd
tovabbi 72 o6rdra szérum tartalmi médiumban inkubdljuk 37°C-on. 72 6ra letelte utan a

vegyiiletek in vitro citosztatikus hatasat MTT-teszttel hatarozzuk meg.

5. tablazat Az eléallitott konjugatumok in vitro citosztatikus hatasa HT-29 sejteken (1Cs, értékek,
uM)

citosztazis citosztazis
vegyiilet
(6 h) (24 h)
Dau=Ao0a-VHLGYAT-NH, (4) >100 452
Dau=Ao0a-GFLG-VHLGYAT-NH; (5) >100 >100
Dau=Ao0a-LRRY-VHLGYAT-NH; (6) 62,7 21,3

Az in vitro citosztazis vizsgalatok alapjan (5. tablazat) az LRRY spacert tartalmazo
konjugatum (6) hatékonyabbnak bizonyult a tobbi konjugatumhoz képest (4,5). A GFLG
tetrapeptidet tartalmazo konjugatum még 24 6ra elteltével se mutatott citosztatikus hatast. Ez
azzal 1s magyarazhato, hogy az apolaris tetrapeptid spacer (GFLG) rontja az oldhatosagot
vizben és médiumban, igy a vizsgalat soran a konjugatum egy része kicsapddott. Emiatt a
mért citosztatikus hatdsa romlott.

Az LRRY spacert tartalmazo linearis konjugatum (6) 1Cso értékeit (62,7 uM (6 6ras kezelés)
¢s 21,3 uM (24 6rés kezelés)) osszevetjiik a 2.2. fejezetben leirt hormonpeptid koniugatumok
adataival (1. tablazat), azt allapithatjuk meg, hogy a citosztatikus hatasa HT-29 sejteken
némileg alacsonyabb a GnRH konjugatumok hatasanal (ICsp = 14-29 uM, 6 oras kezelés
utan). A somatosztatin analogok konjugitumai azonban egy nagysagrenddel jobb hatast
mutatnak a (6) konjugatumhoz képest.

A diszulfidhidat tartalmazo ciklopeptid konjugdtumok MTT vizsgéalata még folyamatban van.
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4.3.2 In vitro sejtbejutasi vizsgalatok aramlasi citometriaval

A kivalasztott konjugatumok sejtbejutasat aramlasi citométerrel (BD LSR II, BD Bioscience,
San Jose, CA) vizsgaltuk. Ebben a vizsgalatban nem szerepelt a Dau=Aoa-GFLG-VHLYAT-
NH, konjugatum rossz oldékonysaga miatt.

A HT-29 sejteket eldkezelés nélkiil 6 oran keresztiil inkubaltuk a konjugatumokkal
(Dau=A0a-VHLGYAT-NH; (4), Dau=A0a-LRRY-VHLGYAT-NH, (6), Dau=Aoa-
C[CPIEDRPMC]-NHj; (15), Dau=Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH; (16)). Az inkubacios idd
lejarta utan a sejteket tripszinnel kezeltiik, ezzel a sejtfelszinen aspecifikus kotodést lehetové
tévo sejtfelszini strukturdkat eltavolitottuk, igy csak a valoban a sejtekbe bejutott
konjugatumok fluoreszcencidjat detektaljuk. A kapott fluorszcencia intenzitas eltolddasanak

nagysagabol tudunk kdvetkeztetni az in vitro sejtbejutas mértékére.

£ 100
<
2
by 80
e
.*é
2 40
=
2
E 20
=)
=
5
8 0
0.16 0.8 4 20 100
Koncentracié (uM)
@ Dau=Ao0a-VHLGYAT-NH, (4) 8 Dau=A0a-LRRY-VHLGYAT-NH, (6)

23. abra Az in vitro sejtbejutas koncentraciofiiggé profilja HT-29 sejteken a Dau=Aoa-VHLGYAT-NH,
(4) és a Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH, (6) konjugatumok esetén

A Kkapott értékek alapjan (23. abra) a sejtbejutas mértéke mindkét konjugatum esetén
koncentraciofiiggd. A 20 uM kezelési koncentracio esetén az (4) konjugatum 29,6%-ban
bejutott a sejtekbe, a (6) konjugatum 68,8%-a jutottbe a sejtekbe (azonos kezelési
koncentracio mellett). A eredmények alapjan lathatjuk, hogy HT-29 sejteken az LRRY
spacert tartalmazd konjugatum hatékonyabbnak bizonyul. A 100 uM kezelési koncentracid
esetén a két konjugatum kozel 100%-ban bejutott a sejtekbe, ugyanakkor a halott sejtek

aranya jelentOsen eltért. Az (4) konjugatum esetén csupan a sejtek 4,5%-a halt meg és a halott
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sejtek 41,8%-a tartalmazott konjugatumot. Az LRRY -t tartalmaz6 konjugatum (6) vizsgalata

soran a halott sejtek aranya 59,3% volt és a halott sejtek 98,7% tartalmazott konjugatumot.

100

80

60

40

—

20

Daunomicin pozitiv él6 sejtek (%)

0.16 0.8 4 20 100

Koncentracié (UM)
@ Dau=Aoa-c[CPIEDRPMC]-NH, (15) @ Dau=Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH; (16)

24. abra Az in vitro sejtbejutas koncentraciofiiggé profilja HT-29 sejteken a Dau=Aoa-c[CPIEDRPMC]-
NH, (15), Dau=Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH, (16) konjugatumok esetén

A ciklikus peptid esetén is az LRRY spacert tartalmaz6 peptid (16) volt hatékonyabb (24.
abra). A (15) konjugatum a sejtek 8,8%-ba, mig a (16) konjugatum a sejtek 39,2%-ba bejutott
20 uM kezelési koncentracid6 mellett. A (15) konjugatum esetén 100 uM kezelési
koncentracional, ahol a sejtbejutas mindkét esetben kézel 100%-0s volt, a sejtek 6,9% halt
meg ¢és ezek 26,5%-a tartalmazot konjugatumot. A (16) konjugatumnal azonos kezelési
koncentracional (100 uM) a halott sejtek ardnya 15,3% volt és a halott sejtek 81,4%-a

tartalmazott konjugatumot.
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25. dabra Az in vitro sejtbejutas koncentraciofiiggé profilja HT-29 sejteken a Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-
NH; (3), Dau=Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH; (16) konjugatumok esetén

A kivalasztott linearis (6), illetve ciklikus (16) fag konyvtarban talalhat6 peptid LRRY spacert
tartalmazo értékei alapjan a (6) konjugatum kisebb koncentracié mellett hatékonyabban jutt
be a HT-29 sejtekbe, mint a (16) konjugatum (25. abra).

A sejtbejutasi vizsgalatok eredményei azt vetitik elére, hogy a ciklopeptidek citosztatikus
hatasa (a mérés folyamatban van) nem fogja elérni a linearis peptid konjugatumok hatasat.
Tovabba megallapithatjuk, hogy a fag konyvtarbol kivalasztott HT-29 sejtekre specifikus
peptidek konjugdtumai nem jutnak be kevésbé a sejtekbe 20 pM-os koncentraci6é mellett, mint
a GnRH peptid konjugatumok, s6t az LRRY spacert tartalmazé konjugatumok (6, 15) sejtbe
jutasa feliil is mulja a hormonpeptid konjugatumokét (az €16 sejtek 5-30%-a daunomicin
pozitiv). Ebbdl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a fag konyvtarbdl kivalasztott irdnyitd
molekulak valoban hatékonyan juttatjdk be a sejtekbe a hatéanyagot, de valdszinii, mas olyan
hatdssal nem rendelkeznek, amely a sejt pusztulasdhoz vezethet. A hormonpeptidek a
receptorukhoz kotédve olyan szignal utvonalakat tudnak beinditani, amik énmagukban is a
tumorsejtek pusztulasat okozhatjadk. Ez Osszeadddva a hatdanyag tumorellenes hatasaval
okozhatja ezeknek a konjugatumoknak a nagyobb tumorellenes hatdsat. Ugyanakkor jol
latszik, hogy a fag konyvtarbol kivalasztott peptidek alkalmasak hatéanyagok célzott
sejtbejuttatasara, de valdszinli erdsebb citotoxikus anyagok esetén érhetd el jelentds hatés
veliik. Ezért alkalmazasuk kombinalt iranyitott tumorterapidban tovabbra is célszerii lehet €s

megfontolando.
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5 Kisérleti rész

Az aminosav-szarmazékokat és a gyantat az Iris Biotech GmBH-t61 (Marktrewitz,
Németorszag) szereztiik be, a gyokfogok, kapcsoldszerek, hasitdszerek és a Boc-Aoa-OH a
Fluka (Buchs, Svajc) termékei. Az (CH3),C=A0a-OH magunk allitottuk eld6. A daunomicin
hidroklorid az IVAX (Budapest, Magyarorszag) ajandéka volt. Az N,N -dimetil-formamidot
¢s diklérmetant a Molar Chemicals Kft.-t6l (Budapest, Magyarorszag), a HPLC-hez hasznalt
olddszereket (metanol, acetonitril) a Sigma-Aldrich Kft-td1 (Budapest, Magyarorszag) vettiik.

A dolgozatomban szerepld peptideket manualisan, szilardfazist peptidszintézissel allitottam

eld az alabbi protokolt kovetve (6. tablazat).

6. tabldzat Fmoc/'Bu stratégia protokolja

miivelet alkalmazott oldészerek és reagensek | idétartam (perc)
Mosas DMF 3x0,5-1
2X?2
Fmoc-csoport hasitasa 2% piperidin — 2% DBU/DMF 1x5
1x10
Mosas DMF 8x0,5-1

3 ekv. aminosav-szarmazék
Kapcsolas 1x60
+ 3 ekv. DIC + HOBt/DMF

DMF 3x0,5-1
Mosas
DCM 3x0,5-1
_ Ninhidrin-oldat, KCN-oldat, fenol-
Kaiser-teszt 1x3-5

oldat (izatin oldat)

A Kaiser-teszt soran a gyantaszemekhez par csepp ninhidrin- (2,5 g ninhidrin 50 ml absz.
EtOH-ban oldva), fenol- (40 g fenol 10 ml absz. EtOH-ban oldva), és KCN-oldatot (2 ml
0,01M KCN-oldat 98 ml piperidinnel higitva) adunk (Pro utdni aminosav kapcsolasa utan
izatin-oldatot (3% izatin + 5% Boc-Phe-OH benzilalkoholban oldva) is adunk az elegyhez),
majd 104°C-on 3-5 percig melegitjiik. Ha a gyantaszemek szine sarga marad a kapcsolés
sikeres volt, ellenben ha megkékiil (izatin esetén megbarnul), akkor maradt szabad

aminocsoport, tehat a kapcsolast meg kell ismételni.
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Tisztitas és analizis

A nyers peptideket és konjugatumaikat KNAUER RP-HPLC rendszerrel (Knauer GmbH, Bad
Hamburg, Németorszag; 2 db K120 tipusi pumpa, K2501 tipusi monokroméatoros UV-
detektor, nagynyomasu keverdegység, adatgylijtd egység) tisztitottam. Az alkalmazott
aramlasi sebesség minden esetben 4 ml/perc volt, az UV detektalas A=220 nm-en tortént. Az

alkalmazott gradienseket az egyes anyagok tisztitdsdnak leirasanal tiintettem fel.

Alkalmazott eluensek: A eluens: 0,1% TFA/deszt. viz
B eluens: 0,1% TFA/acetonitril + deszt. viz (80:20 V/V%)
A tisztitashoz hasznalt oszlop tipusa: Phenomenex Jupiter 10 um Proteo 90 A
mérete: 250 x 10,0

A tisztitott peptidek és konjugatumok analitikai vizsgalatdhoz szintén KNAUER RP-HPLC
rendszert hasznaltam. A detektalas hullamhossza ebben az esetben is A=220 nm volt, 1
ml/perc aramlasi sebesség mellett.
Az analitikai oszlop tipusa: Phenomenex Aeris PEPTIDE 3,6 um XB-C18

mérete: 250 X 4,6 mm
(A fiiggelékben talalhato  (CHs),C=A0a-GFLG-CPIEDRPMC-NH, peptid HPLC
kromatogramjaihoz Phenomenex Luna C18, 5 um, 100 A (mérete: 250 x 4,6 mm) tipust

oszlopot hasznaltam)

Alkalmazott gradiens: 0. perc 0% B
5. perc 0% B
50. perc 90% B

A tomegspektroszkopias mérésekhez elektrospray ionizacios (ESI-MS) Bruker Daltonics
Esquire 3000 Plus (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) tipusu késziiléket hasznaltunk.

A peptideket 0,01% ecetsavat tartalmazo 50% acetonitril/viz elegyében oldottuk fel. A
spektrumokat folyamatos mintaadagolas mellett (4 pl/perc sebességgel) 50-2000 m/z

tartomanyban, pozitiv modban vettiik fel.

Az analitikai HPLC-vel felvett komatogrammok, illetve a tomegspektrumok a Fiiggelékben
talalhatoak.
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5.1 A Dau=Aoa-VHLGYAT-NH, konjugatum szintézise

5.1.1 Az Aoa-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH, (1) szintézise

A szintézishez 0,5 g Fmoc-Rink Amid MBHA gyantat (0,53 mmol/g), valamint a
gyantakapacitasra szamolt harom ekvivalensnyi (0,795 mmol) Fmoc-aminosav-szarmazékot
¢s aktivalasi reagenseket (DIC, HOBt) hasznaltam (7. tablazat). A hisztidin funkcios
csoportjanak védésére tritil-csoportot, a treonin és tirozin hidroxilcsoportjanak védelmére
terc-butil-csoportot alkalmaztam. A tobbi aminosav-szarmazék esetén nem volt sziikség

védelemre.

7. tablazat Az Aoa-VHLGYAT-NH, peptid szintéziséhez felhasznalt reagens mennyiségek

reagensek molaris tomeg (g/mol) bemért mennyiség (mg)
Fmoc-Thr(‘Bu)-OH 397,47 316,0
Fmoc-Ala-OH 311,33 2475
Fmoc-Tyr('‘Bu)-OH 459,54 365,4
Fmoc-Gly-OH 297,31 236,4
Fmoc-Leu-OH 353,41 281,0
Fmoc-His(Trt)-OH 619,71 4927
Fmoc-Val-OH 339,39 269,8
Boc-Aoa-OH 109,30 29,0
HOBt-H,0 153,10 121,7
DIC (p=0,815 g/cm®) 126,20 100,4 (123 pl)

Az Fmoc-Val-His(Trt)-Leu-Gly-Tyr(‘Bu)-Ala-Thr('Bu)-R szekvencia felépitése utdn a gyantat
harom részre osztottam. Az egyik részéhez Boc-Aoa-OH-t kapcsoltam. A gyantarol az
elkésziilt peptidet 4,5 ml TFA-t, 0,25 ml H,O-t és 0,25 ml TIS-t tartalmazé hasitoeleggyel
tavolitottam el. A reakcioelegyet 1,5 oran keresztiil kevertettem szobahdmérsékleten. Hasités
utan a kapott elegyet 50 ml 0°C-os dietil-éterbe sziirtem, majd a kicsapodott peptidet 5 percig
4000 fordulat/perc sebességgel centrifugaltam. Az étert dekantdltam, majd az iiledéket
haromszor —a fent leirtakkal analog modon— hideg éterrel mostam. A nyersterméket 10%-0S

ecetsavban oldottam, majd az oldatot folyékony nitrogénben fagyasztottam majd liofilizaltam.
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A nyers heptapeptidet preparativ RP-HPLC-vel tisztitottam, az altalanos részben megadott
koriilmények kozott.
Az alkalmazott gradiens: 0. perc 15% B

5. perc 35% B

50. perc 90% B

A tomegspektrometrias mérések soran kideriilt, hogy az aminooxiecetsav jelentds része
acetonnal reakcioba 1épett, igy a kapott ((CHs),C=Aoa-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH,)
terméket 0,2M NaOAc pufferben (pH=5,08) oldottam (peptid koncentracié 10 mg/ml) és
metoxiamint (1 mol/dm®) adtam még a reakcidelegyhez. Az elegyet 1 6ran at kevertettem
szobahdmérsékleten, majd liofilizalas nélkiil preparativ RP-HPLC-vel tisztitottam.
Az alkalmazott gradiens: 0. perc 0% B

10. perc 0% B

15. perc 35% B

50. perc 90% B

A tiszta Aoa-VHLGYAT-NH; (1) tartalmazé frakciot rotacios vakuumbeparloval egy lemért
lombikban szarazra paroltam, majd ezt kozvetleniil hasznaltam fel a daunomicinhez valo

konjugaciora.

5.1.2 Az Aoa-X-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH, (X= Gly-Phe-Leu-Gly
(2), Leu-Arg-Arg-Tyr (3)) szintézise

A félretett kétharmadnyi gyantan folytattam a szintézist. Az egyik részéhez Gly-Phe-Leu-Gly
spacert épitettem ki, majd Boc-Aoa-OH-t kapcsoltam hozza (8. tablazat). A masodik részhez
Leu-Arg-Arg-Tyr tetrapeptid spacert épitettem, majd ehhez is Boc-Aoa-OH-t kapcsoltam (9.
tablazat). A tirozin hidroxilcsoportjat terc-butil-csoporttal védtem, az arginin funkcios
csoportjanak a  védelmére 2,2,4,6,7-pentametil-dihidrobenzofuran-5-szulfonil  (Pbf)

véddcsoportot alkalmaztam. A tobbi aminosav-szarmazék esetén nem volt sziikség védelemre.
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8. tablazat Az Aoa-GFLG-VHLGYAT-NH,; peptid szintéziséhez felhasznalt reagens mennyiségek

reagensek molaris tomeg (g/mol) bemért mennyiség (mg)
Fmoc-Gly-OH 297,31 78,8
Fmoc-Leu-OH 353,41 93,7
Fmoc-Phe-OH 387,43 102,7
Boc-Aoa-OH 109,30 29,0
HOBt-H,0 153,10 40,6
DIC (p=0,815 g/cm°) 126,20 33,5 (41 ul)

9. tablazat Az Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH, peptid szintéziséhez felhasznalt reagens mennyiségek

reagensek molaris tomeg (g/mol) bemért mennyiség (mg)
Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH 397,47 105,4
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,77 172,0
Fmoc-Leu-OH 353,41 93,7
Boc-Aoa-OH 109,30 29,0
HOBt-H,0 153,10 40,6
DIC (p=0,815 g/cm°) 126,20 33,5 (41 ul)

A gyantarol az elkésziilt peptideket 4,5 ml TFA, 0,25 ml H»0, 0,25 ml TIS elegyével
tavolitottam el. A reakcidelegyeket szobahdmérsékleten 1,5 6ran at kevertettem. A hasitas
utan az elegyeket 50 ml jéghideg dietil-éterbe szlirtem. A kicsapodott peptideket 5 percig
4000 fordulat/perc sebességgel centrifugaltam, majd az étert dekantdltam rola. A kapott
iiledéket még haromszor mostam hideg dietil-éterrel. A peptideket 10%-0s ecetsavban oldtam,
majd folyékony nitrogénben fagyaszottam ¢és liofilizaltam.
A nyers peptideket preparativ  RP-HPLC-vel tisztitottam, az &ltaldnos részben megadott
kortilmények kozott.
Az alkalmazott gradiens: 0. perc 15% B

5. perc 35% B

50. perc 90% B

A kapott termékeknél ebben az esetben is acetonnal reakcidba 1épett az aminooxiecetsav, ezt
tomegspektrometrias vizsgalatokkal ellendriztiik. A kapott ((CHs),C=Aoa-X-Val-His-Leu-

Gly-Tyr-Ala-Thr-NH,; X= Gly-Phe-Leu-Gly, Leu-Arg-Arg-Tyr) vegyiileteket 0,2M NaOAc
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pufferben (pH=5,08) oldottam (peptid koncentracio 10 mg/ml) a reakcidelegyhez még
metoxiamint (1 mol/dm®) adtam. Az elegyet szobahémérsékleten 1 6ran 4t kevertettem, majd
ezeket a termékeket is liofilizalas nélkiil preparativ RP-HPLC-vel tisztitottam.
Az alkalmazott gradiens: 0. perc 0% B

10. perc 0% B

15. perc 35% B

50. perc 90% B

A tiszta Ao0a-GFLG-VHLGYAT-NH; (2), valamint Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH; (3)
tartalmazd frakciokat rotacios vakuumbeparldval egy lemért lombikban szarazra paroltam,
majd ezeket kdzvetleniil hasznaltam fel a daunomicinhez val6 konjugaciora.

A tiszta termékek tomege és a kitermelésilk a gyantakapacitasra nézve a 10. tablazatban

talalhato.

10. tablazat A tiszta termékek tomege és kitermelése a gyantakapacitasra nézve

kitermelés gyantakapacitasra
termék tomeg (mg)
nézve (%)*
Aoa-VHLGYAT-NH; (1) 23,7 32,3
A0a-GFLG-VHLGYAT-NH; (2) 22,2 20,8
A0a-LRRY-VHLGYAT-NH; (3) 29,6 31,6

*A kitermelési adatok nem pontosak, csak tajékoztato jellegiick (ez értendd a késobbiekre is), mert a
liofilizalt peptidek tobb-kevesebb vizet visszatartanak, akar szekvenciajuktol fiiggd mértékben, igy a

viztartalom mérése nélkiil pontos adat nem adhaté meg.

5.1.3 Az Aoa-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH, (1) és az
Aoa-X-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH, (X= Gly-Phe-Leu-Gly (2),
Leu-Arg-Arg-Tyr (3)) konjugalasa daunomicinhez

A lemért lombikokban széarazra parolt tiszta peptideket 0,2M NaOAc pufferben (pH=5,08)
oldottam (peptid koncentracié 10 mg/ml), majd daunomicint adtam hozzajuk (11. tablazat).. A

reakcid allando kevertetés mellett szobahdmérsékleten egy éjszaka alatt jatszodott le.
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11. tabldazat A konjugalashoz felhasznalt reagensek mennyisége

felhasznalt anyag

molaris tomeg (g/mol)

bemért mennyiség (mg)

Ao0a-VHLGYAT-NH; (1) 831,28 23,7
daunomicin-HCI 563,99 32,2
A0a-GFLG-VHLGYAT-NH; (2) 1206,30 22,2
daunomicin-HCl 593,99 21,9
A0a-LRRY-VHLGYAT-NH; (3) 1420,58 39,6
daunomicin-HCI 593,99 33,1

A reakciok sikerességét analitikai HPLC-vel ellendriztem. A kapott termékeket —az altalanos

részben megadott koriilmények kdzott— preparativ RP-HPLC-vel tisztitottam.

Az alkalmazott gradiensek:

0. perc 15% B
5. perc 35% B
50. perc 90% B

A tiszta konjugatumokat fagyasztas utan liofilizaltam.

12. tablazat A tiszta konjugatumok tomege és kitermelése

eléallitott konjugatumok

tomege (mg)

tiszta konjugatum

anyagra nézve (%)

Kitermelés a bemért

Dau=Aoa-VHLGYAT-NH, (4) 313 81,9
Dau=A0a-GFLG-VHLGYAT-NH (5) 23,4 74,1
Dau=A0a-LRRY-VHLGYAT-NH, (6) 42,0 78,0

A tiszta konjugatumok tomege és kitermelése a fenti tdblazatban lathato (12. tablazat).

A tiszta konjugatumok analitikai HPLC kromatogramjai és az ESI-MS spektrumai a

fliggelékeben talalhatoak (Fiiggelék: 1-6. abra, Eredmények: 4.1.3. fejezet: 3. tablazat).
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5.2 A Dau=Aoa-c[CPIEDRPMC]-NH; konjugatum szintézise

52.1 A (CHj),C=Ao0a-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH,  (7)

szintézise

A szintézishez 0,5 g Fmoc-Rink Amid MBHA gyantat (0,53 mmol/g), valamint a
gyantakapacitasra szamolt harom ekvivalensnyi (0,795 mmol) Fmoc-aminosav-szarmazékot
¢s aktivalasi reagenseket (DIC, HOBt) hasznaltam (13. tdbldzat). A cisztein funkcios
csoportjanak védésére tritil-csoportot, az aszparaginsav ¢és a glutaminsav funkios
csoportjainak védelmére terc-butil-észtert, mig az arginin oldallancanak védelmére 2,2,4,6,7-
pentametil-dihidrobenzofuran-6-szulfonil ~ (Pbf)  véddécsoportot  alkalmaztam. Az

aminooxXiecetsav ezekben az esetekben izopropilén-csoporttal védtem.

13. tablazat A (CH;3),C=Aoa-CPIEDRPMC-NH, (7) peptid szintéziséhez felhasznalt reagensek

mennyisége
reagensek molaris tomeg (g/mol) bemért mennyiség (mg)

Fmoc-Cys(Trt)-OH 585,71 465,6
Fmoc-Met-OH 371,45 295,3
Fmoc-Pro-OH 337,37 268,2
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,77 515,8
Fmoc-Asp(O'Bu)-OH 411,45 327,1
Fmoc-Glu(O'Bu)-OH 425,47 338,2
Fmoc-1le-OH 353,41 281,0
(CH3),C=A0a-OH 131,06 34,7
HOBt-H,0 153,10 121,7
DIC (p=0,815 g/cm®) 126,20 100,4 (123 pl)

Az Fmoc-Cys(Trt)-Pro-1le-Glu(O'Bu)-Asp(O'Bu)-Arg(Pbf)-Pro-Met-Cys(Trt)-R  szekvencia
felépitése utan a gyantat harom részre osztottam. Az egyik harmadhoz (CH3),C=Aoa-OH-t
kapcsoltam. Az elkésziilt peptidet 10 ml TFA-t, 0,5 ml H,O-t, 0,5 ml tioanizolt, 0,25 ml
etanditiolt és 0,75 g fenolt tartalmazé hasitdeleggyel tavolitottam el a gyantardl. Az elegyet 2

oran keresztiil kevertettem szobahdmérsékleten. Hasitas utan a kapott elegyet 100 ml 0°C-ra
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hitott dietil-€terbe sziirtem. A kicsapodott peptidet 5 percig 4000 fordulat/perc sebességgel
centrifugdltam. Az étert dekantdltam, majd az iiledéket haromszor jéghideg éterrel mostam. A
kapott tiledéket 10%-0s ecetsavban oldottam. Az oldatot folyékony Nj-ben fagyasztottam,
mayjd liofilizaltam.
A nyers peptidet preparativ RP-HPLC-vel tisztitottam —az altalanos részben megadott
koriilmények kdzott—.
Az alkalmazott gradiens: 0. perc 15% B

5. perc 35% B

50. perc 90% B

A tiszta terméket (7) tartalmazo frakciot ismét folyékony nitrogénben fagyasztottam ¢&s

liofilizaltam. A kapott tiszta peptidet ciklizalashoz hasznaltam fel.

5.2.2 A (CHjs),C=Ao0a-X-Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys-NH, (X=
Gly-Phe-Leu-Gly (8), Leu-Arg-Arg-Tyr (9)) szintézise

A félretett kétharmadnyi gyanta egyik felén GFLG spacert épitettem fel. A masik felét LRRY
enzimlabilis tetrapeptid épitésétvel folytattam. Mind két szekvencia végéhez (CH3),C=Aoa-
OH-t kapcsoltam (14. és 15. tablazat). Az arginin funkcios csoportjat 2,2.4,6,7-pentametil-
dihidrobenzofuran-5-szulfonil (Pbf) véddcsoporttal védtem, a tirozin hidroxilcsoportjanak
védésére terc-butil-csoportot alkalmaztam. A tobbi aminosav-szarmazék esetén nem volt

sziikség védelemre.

14. tabldazat A (CHj),C=A0a-GFLG-CPIEDRPMC-NH, (8) peptid szintéziséhez felhasznalt

reagensek mennyisége

reagensek molaris tomeg (g/mol) bemért mennyiség (mg)
Fmoc-Gly-OH 297,31 78,8
Fmoc-Leu-OH 353,41 93,7
Fmoc-Phe-OH 387,43 102,7
(CH3),C=A0a-OH 131,06 34,7
HOBt-H,0 153,10 40,6
DIC (p=0,815 g/cm®) 126,20 33,5 (41 ul)
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15. tdablazat A (CH3),C=A0a-LRRY-CPIEDRPMC-NH, (9) peptid szintéziséhez felhasznalt

reagensek mennyisége

reagensek molaris tomeg (g/mol) bemért mennyiség (mg)
Fmoc-Tyr('‘Bu)-OH 397,47 105,4
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,77 172,0
Fmoc-Leu-OH 353,41 93,7
(CHs),C=A0a-OH 131,06 34,7
HOBt-H,0 153,10 40,6
DIC (p=0,815 g/cm®) 126,20 33,5 (41 ul)

Az peptideket 10 ml TFA, 0,75 g fenol, 0,5 ml H,0, 0,5 ml tioanizol, és 0,25 ml etanditiol
elegyével hasitottam. A reakcidelegyet szobahdmérsékleten 2 ordn keresztiil kevertettem.
Hasitas utan a kapott elegyeket 100 ml 0°C-o0s dietil-éterbe szlirtem. A kicsapddott peptideket
—eloz6 fejezetben emlitett médon— centrifugéltam. Dekantaltam az étert, majd az iiledéket
haromszor mostam éterrel. A kapott nyers peptideket 10%-0s ecetsavban oldottam, majd
folyékony nitrogénben lefagyasztottam és liofilizaltam.
A nyers peptidet preparativ RP-HPLC-vel tisztitottam.
Az alkalmazott gradiens: 0. perc 15% B

5. perc 35% B

50. perc 90% B
A termékeket (7-9) tartalmaz6 frakciokat liofilizaltam, majd ciklizaltam.
A tiszta termékek tomege és a kitermelésiik a gyantakapacitisra nézve a 16. tablazatban

talalhato.

16. tablazat A tiszta termékek tomege és kitermelése gyantakapacitasra nézve

tomeg | kitermelés gyantakapacitasra
termék
(mg) nézve (%)
(CH3),C=A0a-CPIEDRPMC-NH; (7) 39,8 38,3
(CH3),C=A0a-GFLG-CPIEDRPMC-NH; (8) 48,9 35,7
(CH3),C=A0a-LRRY-CPIEDRPMC-NH, (9) 58,4 37,5
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5.2.3 Az Aoa-X-c[Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys]-NH, (X= @ (10),
Gly-Phe-Leu-Gly (11), Leu-Arg-Arg-Tyr (12)) szintézise

Az el6z6 fejezetekben eldallitott (5.2.1 és 5.2.2 fejezet) (7-9) peptideket Tris pufferben
ciklizaltam. A peptideket 0,1M Tris pufferben oldottam (peptid koncentracio 0,2 mg/ml), a

ciklizalas alland6 kevertetés mellett egy éjszaka alatt lejatszodott.

A GFLG tetrapeptidet tartalmazé (8) Szekvencia esetén (azonos peptid-Tris puffer
koncentracidé mellett (0,2 mg/ml) ciklikus dimer szarmazék keletkezett (Fiiggelék: 7-10. abra).
Az elso ciklizalas soran kapott eredmények alapjan a (8) peptid kovetkez6 ciklizacidja soran a
Tris pufferben alacsonyabb peptid koncentraciot alkalmaztam (0,1 mg/ml) és a

crer

visszaszoritasa érdekében (a ciklizalas a fent emlitett koriilmények kozott tortént).

A diszulfid-hidat tartalmazo reakcioelegyeket liofilizaltam, majd preparativ RP-HPLC-vel
tisztitottam a ciklopeptideket.
Az alkalmazott gradiens: 0. perc 0% B

10. perc 0% B

15. perc 35% B

50. perc 90% B
A ciklopeptideket tartalmazo frakciot folyékony Ny-ben fagyasztottam, majd ismét
liofilizaltam.
A GFLG tetrapeptidet tartalmazé ciklopeptid konjugatum szintézisét (a 4.2.3. fejezetben
emlitett problémék és id6 hidnyaban) iddig végeztem el. A szintézis (és biologiai vizsgalatok)
tovabbi részében nem szerepel.

A tiszta peptidek (10, 12) tdmege és a ciklizalasi veszteség a 17. tablazatban talalhato.

17. tablazat A ciklizalt termékek tomege és a ciklizalasi veszteség

tomeg
termék ciklizalasi veszteség (%)
(mg)
(CH3),C=Ao0a-c[CPIEDRPMC]-NH; (10) 18,8 56,8
(CH3),C=A0a-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH; (12) 27,0 58,9
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Kovetkez6 1épésben az izopropidilén-csoportot hasitottam le az aminooxiecetsavrol, ehhez a
peptideket 0,2M NaOAc puffer (pH=5,08) és metoxiamin (1 mol/dm®) elegyében oldottam. A
reakciok 1 ora alatt lejatszodtak szobahdmérsékleten. A reakcioelegyeket liofilizalas nélkiil
preparativ RP-HPLC-vel tisztitottam.
Az alkalmazott gradiens: 0. perc 0% B

10. perc 0% B

15. perc 35% B

50. perc 90% B
A tiszta Aoa-c[CPIEDRPMC]-NH; (13) és Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH, (14) tartalmaz6
frakciokat rotacios vakuumbeparloval szarazra paroltam —egy lemért lombikban—, majd

ezeket kozvetleniil hasznaltam fel a daunomicinhez valo konjugaciora (18. tablazat).

18. tablazat A termékek tomege és kitermelésiik a bemért anyagra nézve

kitermelés a bemért anyagra
termékek tomeg (mg)
nézve (%)
Aoa-c[CPIEDRPMC]-NH; (13) 16,6 91,2
Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH, (14) 23,4 88,6

5.24 Az Aoa-c[Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys]-NH, (13) és az
Aoa-Leu-Arg-Arg-Tyr-c[Cys-Pro-lle-Glu-Asp-Arg-Pro-Met-Cys]-
NH, (14) konjugalasa daunomicinhez

A szarazra parolt tiszta peptideket 0,2M NaOAc pufferben (pH=5,08) oldottam (peptid
koncentracié 10 mg/ml), majd daunomicint adtam hozzajuk (19. tablazat). Allandé kevertetés

mellet a reakciok egy éjaszaka alatt szobahOmeérsékleten lejatszodtak.

19. tabldazat A konjugalashoz felhasznalt reagensek mennyisége

molaris tomeg
felhasznalt anyag bemért mennyiség (mg)
(g/mol)
Aoa-c[CPIEDRPMC]-NH; (13) 1133,28 16,6
daunomicin-HC1 563,99 16,5
Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH; (14) 1722 23,4
daunomicin-HCI 593,99 15,3
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A konjugalés sikerességét analitikai HPLC-vel ellendriztem. A kapott termékeket —az
altalanos részben megadott koriilmények kozott— preparativ RP-HPLC-vel tisztitottam.
Az alkalmazott gradiensek: 0. perc 15% B

5. perc 35% B

50. perc 90% B

A tiszta konjugatumokat tartalmazoé frakciokat fagyasztas utan liofilizaltam.

20. tablazat A tiszta konjugatumok tomege és kitermelése

tiszta konjugatum | Kkitermelés a bemért
eloallitott konjugatumok
tomege (mg) anyagra nézve (%)
Dau=Aoa-c[CPIEDRPMC]-NH; (15) 18,8 78,3
Dau=Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH, (16) 23,0 75,9

A tiszta konjugatum tomege és kitermelése a tablazatban (20. tablazat) talalhato.
A tiszta konjugatumok analitikai HPLC kromatogramja és az ESI-MS spektruma a
fliggelékben talalhatd (Fiiggelék 11-18. abra, Eredmények: 4.2.3. fejezet: 4. tablazat).

5.3 Invitro biologiai vizsgalatok

5.3.1 Invitro citosztazis meghatarozasa MTT-teszttel

A Dau=A0a-VHLGYAT-NH; (4), Dau=A0a-GFLG-VHLGYAT-NH; (5) ¢és a Dau=Aoa-
LRRY-VHLGYAT-NH; (6) in vitro citosztazisat HT-19 (human vastagbél adenokarcioma)
sejteken vizsgaltuk. Négy-négy parhuzamos mérést végeztiink koncentracionként.

A HT-29 sejtek novesztése €s sejtkultiraban tartasa 37°C-on, 5% CO, atmoszféraban tortént
és 10% magzati borjii szérumot, 160 pg/ml gentamicint és 2mM L-glutamint tartalmazé
RPMI-1640 médimot tartalmazott. A kezelést megel6zé napon a HT-29 sejteket 96 lyuku
lemezre (a megfeleld szérumtartalmt médiumban; 5- 10° sejt/lyuk) osztottuk ki. A torzsoldatot
20% deszt. vizet (a (4, 6) peptidek esetén 3% DMSO-t is) tartalmazd szérummentes
oldatsorozatot készitettiink. Az oldatsorozat nyolc kiilonbdz6 koncentraciot tartalmazott, az
OtszOros higitasi sorban szerepld elsd koncentracio: 2:10°. A kontroll sejteket vizes (és

DMSO-s) médiummal kezeltiik.
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A vizsgalatok soran a sejteket 6 oOran illetve 24 oran keresztiil inkubaltuk 37°C-on 5% CO,
atmoszféraban, majd eltavolitottuk réla a kezel6 oldatokat és kétszer 135-135 pl
szérummentes médiummal mostuk (minden mosasi fazist centrifugalas kovetett). Mosas utan
a lyukakba 135 pl komplett médiumot mértiink be €s a sejteket tovabbi 72 orara 37°C-on
inkubaltuk, majd MTT-teszt segitségével meghataroztuk a konjugatumok ICsg értékeit.

Az MTT-teszt soran minden lyukba 45 ul MTT (3-(4,5-dimetilanizol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélium-bromid) oldatot adtunk (c= 2 mg/ml), majd a sejteket 3,5 o6ran at 37°C-on
centrifugaltuk, a feliiliszot pedig eltavolitottuk. A lyukak aljan maradt lila kristalyokat 100-
100 pl DMSO-ban oldottuk fel, majd 10 percig 37°C-on 1400 fordulat/perc sebességgel
razattuk. A kapott mintdk abszorbancigjat A=540 és 620 nm-en mértiik ELISA-reader

(Labsystem MS Reader, Finnorszag) segitségével.

5.3.2 Invitro sejtbejutasi vizsgalatok aramlasi citometriaval

A Dau=Ao0a-VHLGYAT-NH, (4), Dau=Ao0a-LRRY-VHLGYAT-NH, (6), Dau=Aoa-
C[CPIEDRPMC]-NH; (15) és a Dau=Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH; (16) konjugatumok
sejtekbe vald bejutasanak mértékét daramlasi citométerrel mértik. A vegyliletekbdl
koncentracionként két-két parhuzamos mérést végeztiink.

A HT-29 sejteket az 5.3.1 fejezetben leirt koriilmények kozott ndvesztettiik és tartottuk. A
mérést megeldz6 napon a sejteket 24 lyukll lemezre (a megfeleld szérumtartalmtt médiumban;
10° sejt/lyuk) osztottuk ki. Az (4), (15) és (16) vegyiileteket 20% deszt. vizet tartalmazo
szérummentes médiumban oldottuk, a (6) konjugatum esetén 2% DMSO-t is tartalmazott az
oldat. A kontroll sejteket 300 pl szérummentes médiummal kezeltiik, a kezelt sejtek esetén
150 pl szérummentes oldat + 150 pl hatéanyagot tartalmazd szérummentes oldatot adtunk. A
6 oras kezelési 1d0 letelte utan a sejtekrél a médiumot eltavolitottuk és egyszer 500 pl
szérummentes médiummal mostuk, majd centrifugaltuk. A centrifugalast kovetden
eltavolitottuk a kezeld oldatot a sejtekrdl, majd 100 pl tripszin oldatot adtunk hozzajuk és 10
percig 37°C-on inkubaltuk. A tripszint 900 pl 10% magzati borji szérumot tartalmazé HPMI
(gliikéz, NaCl, NaHCO3, KCI, MgCl,, CaCl,, Na,HPO,4-4H,0, HEPES) oldattal inaktivaltuk,
majd FACS csObe szedtiik a sejteket €s centrifugaltuk. A feliiluszot eltavolitottuk, majd 500
ul HPMI oldatban szuszpendaltuk a sejteket. A FACS méréseket a 500 ul HPMI oldatban
szuszpendalt sejtekbdl végeztiik, a fluoreszcencia intenzitdsukat dramlasi citométerrel (BD

LSR II, BD Biosience, San Jose, CA) hataroztuk meg.
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6  Osszefoglalas

TDK dolgozatom célja az volt, hogy két fag konyvtarbol kivalasztott, HT-29
vastagbélkarcindma sejtre specifikus peptid (VHLGYAT, c[CPIEDRPMC]) hatbéanyag
konjugatumait eldallitsam ¢és vizsgaljam, hogy a vegyiiletek alkalmasak-e az iranyitott
tumorterapia céljara. Munkam soran szilardfazisu peptidszintézissel allitottam el a fenti
peptideket, illetve az N-terminalison enzimlabilis spacerrel (GFLG, illetve LRRY)
hosszabbitott variansaikat. Valamennyi peptid N-terminalisdit aminooxiecetsavval (Aoa)
modositottam annak érdekében, hogy daunomicin tumorellenes hatdanyagot oxim-kotéssel
tudjam kapcsolni a peptidekhez. Ez utobbi Iépést oldatban végeztem el. Az eldallitott
konjugatumokat (Dau=Aoa-VHLGYAT-NH,, Dau=Aoa-GFLG-VHLGYAT-NH,, Dau=Aoa-
LRRY-VHLGYAT-NH,, Dau=Aoa-c[CPIEDRPMC]-NHj, Dau=Aoa-LRRY-
c[CPIEDRPMC]-NH;) forditott fazisi nagy hatékonysagu folyadékkromatografiaval (RP-
HPLC) tisztitottam. A tiszta konjugdtumok tisztasdgat analitikai HPLC-vel ellendriztem,
illetve tomegspektrometriaval azonositottuk a konjugatumokat. A ciklikus peptid konjugdtum
GFLG spacert tartalmazo variansanak eléallitasa a vegylilet nagy aggregacios hajlama miatt
egyelére nem sikeriilt.

A kész konjugatumok in vitro citosztatikus hatasat MTT-teszttel hataroztuk meg. Az in vitro
sejtbejutasi vizsgalatokat aramlasi citometriaval végeztiik.

A harom eléallitott linearis peptidkonjugatum in vitro citosztatikus hatasat 6sszehasonlitottam
a kutatocsoportban korabban vizsgalt GnRH- ¢€s szomatosztatin peptidkonjugdtumok
eredményeivel. Az in vitro sejtbejutasi vizsgalatokat, négy kivalasztott peptidkonjugatummal
(a spacer nélkiili és az LRRY spacert tartalmaz6 konjugatumok) végeztiik el.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a vizsgalt konjugatumok in vitro citosztatikus
hatdsa elmarad a szomatosztatin analogokétdl, ugyanakkor megkdzelitik hasonld szerkezetli
GnRH konjugatumok hatasat. Az in vitro sejtbejutasi vizsgalatok soran kideriilt, hogy az
LRRY enzimlabilis spacert tartalmazoé peptid konjugdtumok nagyobb mértékben jutnak be a
sejtekbe. Ezeknek a konjugdtumoknak a sejtbejutasi képessége feliilmulja a GnRH hormon
peptid konjugatumokét. Az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a fagkonyvtarbol
kivalasztott peptidek, kiilonosen a lineéaris peptid alkalmas hatdéanyagok iranyitott
célbajuttatdsara. Ugyanakkor, a vizsgalt hormon peptidek hasonlod tipusi konjugdtumai
hatékonyabb tumorellenes hatast mutatnak, mivel azok énmagukban is tumorellenes hatassal

rendelkeznek.
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8  Roviditésjegyzék

Aoa aminooxiecetsav

Boc terc-butiloxikarbonil

Bzl benzil

CP15 VHLGYAT kodja a fagtérképezés soran
CSPPS konvergens szilardfazisu peptidszintézis
Dau daunomicin

DBU 1,8-diazabiciklo[5,4,0]Jundek-7-én

DCM diklérmetan

DCU N,N’-deciklohexil-urea

DIC N,N’-diizopropil-karbodiimid

DIEA N,N’-diizopropil-N-etilamin

DMF N,N’-dimetilformamid

DMSO dimetilszulfoxid

DNS dezoxiribonukleinsav

EAK poli-[Lys(Glui-Alanm)] (elagazoé lancu polipeptid)
EDT 1,2-etanditiol

EGF epidermalis novekedési faktor

EGF-R epidermalis novekedési faktor receptor
ESI-MS elektrospray ionizacios tomegspektrometria
EtOH etanol

FACS fluorescence-activated cell sorter (aramlasi citométer)
Fmoc 9-fluorenil-metiloxikarbonil

GnRH gonadotropin-releasing hormon

GnRH-R gonadotropin-releasing hormon receptor
HOBt 1-hidroxibenztriazol

HPLC nagy hatékonysagt folyadékkromatografia
HPMA N-(2-hidroxi-propil)-metakrilamid

I1Csg median inhibitory concentration

KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
MBHA 4-metil-benzhidrilamin (gyanta)
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MDR multidrog rezisztencia

MTT 3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
NaOAc natrium-acetat

RP-HPLC forditott fazist nagy hatékonysagu folyadékkromatografia
SPPS szilardfazisu peptidszintézis

‘Bu terc-butil

TFA trifluorecetsav

TIS triizopropil-szilan

uv ultraibolya

VEGF vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor

VEGF-R vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor receptor
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9  Fiiggelék

Kromatogramok és spektrumok

Dau=Aoa-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH, (4)

Dau=Aoa-VHLGYAT-NH2
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1. dbra A tiszta Dau=Aoa-VHLGYAT-NH, (4) analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja

Intens 2+
x10° 1 671.5

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 m/z

2. dbra A tiszta Dau=Aoa-VHLGYAT-NH, (4) MS spektruma

A molekula vart tdmege: [M+H]": 1340,8 g/mol
mért tomege: [M+H]": 1341,0 g/mol



Dau=Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH, (5)

Dau=Ao0a-GFLG-VHLGYAT-NH,
2,5
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3. dbra A tiszta Dau=Aoa-GFLG-VHLGYAT-NH, (5) analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja
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4. abra A tiszta Dau=Ao0a-GFLG-VHLGYAT-NH, (5) MS spektruma

A molekula vart tomege: [M+H]": 1715,82 g/mol
mért tomege: [M+H]";: 1715,7 g/mol (*)
[M+H]",: 1586,8 g/mol (M-129 g/mol) (%)

A tomegspektrométerben leszakadt a mérés soran a daunomicin aminocukor részlete.



Dau=Aoa-Leu-Arg-Arg-Tyr-Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr-NH; (6)
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5. dbra A tiszta Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH, (6) analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja
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6. dabra A tiszta Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH, (6) MS spektruma

A molekula vart tomege: [M+H]": 1930,1 g/mol
mért tomege: [M+H]";: 1929,9 g/mol (%)
[M+H]",: 1800,8 g/mol (M-129 g/mol) (*)

A tomegspektrométerben leszakadt a mérés soran a daunomicin aminocukor részlete.



(CH3),C=A0a-GFLG-CPIEDRPMC-NH; (8)
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7. dbra A (CH5),C=A0a-GFLG-CPIEDRPMC-NH, (8) ciklizilas elétt, analitikai HPLC-vel felvett

kromatogramja
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8. dbra A (CH3),C=A0a-GFLG-CPIEDRPMC-NH; (8) ciklizalas elott, MS spektum

A molekula vart tomege: [M+H]": 1549,72 g/mol
mért tomege: [M+H]": 1549,5 g/mol



(CH,),C=A0a-GFLG-CPIEDRPMC-NH, ciklizalas utan
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9. dbra A (CH5),C=A0a-GFLG-CPIEDRPMC-NH, (8) cikliz4l4s utén, analitikai HPLC-vel felvett

kromatogramja
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10. abra A (CH3),C=A0a-GFLG-CPIEDRPMC-NHj, (8) ciklizalas utan, MS spektum

A molekula vart tomege: [M+H]": 1547,72 g/mol
mért tomege: [M+H]": 3096,7 g/mol (M+1549 g/mol)
A mért tomegbdl egyértelmtien megallapithato, hogy ciklikus dimer keletkezett.



Dau=Aoa-c[CPIEDRPMC]-NH; (15)
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11. dbra A tiszta Dau=Aoa-c[CPIEDRPMC]-NH, (15) analitikai HPL C-vel felvett kromatogramja
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12. dbra A tiszta Dau=Ao0a-c[CPIEDRPMC]-NH; (15) MS spektruma (R= 28,0 perc)

A molekula vart tomege: [M+H]": 1642,8 g/mol
mért tdmege: [M+H]": 1658,8 g/mol (M+16 g/mol)

Az analitikai HPLC oszlopon a metionin oxidalodik.
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13. dbra A tiszta Dau=Aoa-c[CPIEDRPMC]-NH, (15) MS spektruma (R= 29,4 perc)

A molekula vart tdmege: [M+H]": 1642,8 g/mol
mért tomege: [M+H]": 1642,7 g/mol
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16. dbra A tiszta Dau=Aoa-c[CPIEDRPMC]-NH, (15) MS spektruma

A molekula vart tdmege: [M+H]": 1642,8 g/mol
mért tomege: [M+H]": 1642,8 g/mol



Dau=Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH, (16)
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15. dbra A tiszta Dau=Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH, (16) analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja
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16. dbra A tiszta Dau=Ao0a-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH; (16) MS spektruma (R= 27,7 perc)

A molekula vart tomege:

mért tomege:

[M+H]*: 2231,52 g/mol
[M+H]"1: 2247,4 g/mol (M+16 g/mol) (")

[M+H]",: 2118,4 g/mol (M+16-129 g/mol) (*)

Az analitikai HPLC oszlopon a metionin oxidalddik. A tomegspektrométerben leszakadt a mérés soran

a daunomicin aminocukor részlete.
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17. abra A tiszta Dau=Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH, (16) MS spektruma (R;= 28,9 perc)

A molekula vart tdmege: [M+H]": 2231,52 g/mol
mért tomege: [M+H]"1: 2231,4 g/mol (V)
[M+H]",: 2102,4 g/mol (M-129 g/mol) (*)

A tomegspektrométerben leszakadt a mérés soran a daunomicin aminocukor részlete.
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18. dbra A tiszta Dau=Aoa-LRRY-c[CPIEDRPMC]-NH, (16) MS spektruma

A molekula vart tdmege: [M+H]": 2231,52 g/mol
mért tdmege: [M+H]"1: 2231,6 g/mol ()
[M+H]",: 2102,4 g/mol (M-129 g/mol) (*)



