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ADC: antitest—gyogyszer konjugatum
BBS: borat alapt s6oldat

Boc: terc-butoxikarbonil csoport

BVP: bisz-(vinilszulfonil)-piperazin
CD22: cluster of differentiation-22 fehérje
Cys: cisztein

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DAR: gyogyszer-antitest arany (drug to
antibody ratio), illetve a dolgozatban
rekonjugaldszer-antitest arany

DCC: N,N -diciklohexil-karbodiimid
DIPEA: N,N-diizopropil-etil-amin
DKM: diklérmetan

DM1: mertanzin

DMF: N,N-dimetilformamid
DMSO: dimetilszulfoxid

DOX: doxorubicin

DTT: ditiotreitol

DVP: divinilpirimidin

DVT: diviniltriazin

EDC: N-etil-N"-(3-dimetilaminopropil)-
karbodiimid

EDC-HCI: N-etil-N"-(3-dimetilaminopropil)-
karbodiimid hidroklorid

EEDQ: N-etoxikarbonil-2-etoxi-1,2-
dihidrokinolin

EGFR: epidermalis névekedési faktor receptor

FAR: fluorofoér-antitest arany (fluorophore to
antibody ratio)

FDA: Elelmiszer- és gyogyszerfeliigyelet (U.S.

Food and Drug Administration)
FITC: fluoreszcein-izotiocianat
Fmoc: 9-fluorenil-metoxi-karbonil csoport

GSH: glutation

HATU: 1-[bisz-(dimetilamino)-metilén]-1H-
1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinium-3-oxid-
hexafluorofoszfat

Her2: human epidermalis ndvekedési faktor 2
HOAT: 1-hidroxi-7-azabenzotriazol
HOBt-H,0: 1-hidroxi-benzotriazol hidrat
IgG1: immunglobulin G1

kDa: kilodalton

MeCN: acetonitril

MS: tomegspektrometria

MVP: monovinilpirimidin

NaPi: natrium-foszfat puffer

NBS: N-brém-szukcinimid

NGM: #jgeneracios maleimid

NHS: N-hidroxi-szukcinimid

NMM: N-metil-morfolin

PBS: foszfat alapu so6oldat

Pd(dppf)Cl2: diklor[1,1°-bisz-(difenilfoszfino)-
ferrocén]palladium(II)

PEG: polietilén-glikol
RT: szobahOmérséklet

SDS-PAGE: natrim-dodecil-szulfat
poliakrilamid gélelektroforézis

SMCC: 4-[N-maleimidometil|ciklohexan-1-
karboxilat

TAMRA: 5-karboxitetrametilrodamin-azid
TCEP: trisz-(2-karboxietil)-foszfin

TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletan-1,2-diamin
TFA: trifluorecetsav

THF: tetrahidrofuran

THPTA: trisz-[(3-hidroxi-propil-triazolil)-
metillamin

A: forralas
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Bevezetés

1. Bevezetés

A mai gyogyszeripar meghatarozé elemévé valtak a biologikumok. Ezek a
készitmények  valamilyen  bioldgiai  forrasbol  (példaul €16  sejtekbdl  vagy
mikroorganizmusokbol) szarmazoé, leggyakrabban fehérje alapu hatéanyagokat tartalmaznak.

A Dbiologikumok széles korben hasznalt termékek, egyarant alkalmazzak Oket a
prevencio, a diagnosztika €és a gyogyaszat teriiletén is. Tobbek kozott olyan jelentds betegségek
kezelésében nélkiilozhetetlenek, mint a daganatos- vagy autoimmun betegségek, diabétesz,
szklerdzis multiplex.t

Egy 2021. évi felmérés szerint a 10 leggyakrabban alkalmazott biologikum koziil 6
monoklonalis antitestet tartalmaz, a tobbi pedig valamilyen fehérjét vagy enzimet.? Az
antitesteket alkalmazhatjdk Onmagukban terapias célra (pl. Herceptin), de gyakran
kismolekulas hatoanyagot is kapcsolnak hozza (pl. Kadcyla), amelyet antitest—gyogyszer

konjugatumnak, roviden ADC—nek neveznek (antibody-drug conjugate) (1. dbra). 2

Kadcyla™
(ado-trastuzumab
emtansine)
For Injection H )
erceptin ]
b N

- trastuzuma
100 mg per vial e
For Intravenous Infusion Only e 440 mg
Reconstitute and Dilute prior

e to administration (
Single-Dose Vial -
5 Discard Unused Portion R only
f
KEEP REFRIGERATED
Genentech

D R only %
1 vial Genentech :

1. dbra: A Kadcyla és a Herceptin készitmények*®

Mind az alapkutatasban (pl. akadémiai, egyetemi szféra), mind a fejlesztésben és
gyartasban szereplok (pl. az AstraZeneca és a Daiichi Sankyo gyogyszergyarak) szerint az
onkologia teriiletén a jovében az ADC-knek kulcsfontossagh szerepe lesz.® Mivel rendkiviil
igéretes tulajdonsagokkal rendelkeznek, amelyek példaul a jelenleg hasznalt hagyomanyos
kemoterapia mellékhatasait kikiiszobolhetik, emiatt jelents bevételi forrasokka valtak a
gyogyszeriparban. Felhasznalasuk novekvé mértékét bizonyitja, hogy egyre tobb ADC-t
vonnak be klinikai kisérletekbe. A 2000-es évek elejéhez képest kozel 37-szeresére novekedett

az ilyen célra felhasznalt konjugatumok szama (2. dbra). Ennek kovetkeztében az amerikai
6



Bevezetés

FDA (U. S. Food and Drug Administration) altal engedélyezett ADC-k szdma rohamosan
novekszik. Ma mar tobb mint 115 gyogyszergyar 1épett be az ADC fejlesztok kozé (példaul
Pfizer, Boehringer Ingelheim, Merck, Genentech).

ADC-k szama klinikai kisérletekben

2. dbra: ADC-k szama klinikai kisérletekben®

Az ADC-k jelentésége az antitestek célpontja (antigén) felé mutatott
specifikussagukban rejlik. Ezt felhasznalva ugyanis szelektiven juttatnak olyan hato- és/vagy
jeloléanyagokat a célzott sejtekhez, amelyeket hagyomanyos gyogyszerekkel kockazatos lenne
kezelni, hiszen a szelektivitds hidnya miatt az egészséges sejtekre is ugyanolyan hatast
fejtenének ki, mint a betegekre.’

Az ADC-k fontos eleme az antitestet és a hatéanyagot 6sszek6té atomcesoport, a linker.
Ennek f6 feladata az antitest és a megfeleld gyogyszer stabil kapcsolatanak biztositasa. Az
antitestmddositds megvalositasa és a megfeleld linker kivalasztasa kiilonosen nagy kihivast
jelent, hiszen a konjugatumnak rendkiviil stabilnak kell lennie a keringésben, viszont a célsejt
képes kell legyen internalizacio utan lebontani, hogy felszabadulhasson a hatéanyag.

Az elmult 10 évben nagy volumenti fejlédésen mentek keresztiil a linkerek. Ennek
eredményeként ismeretesek a hasithato linkerek, amik pl. valamilyen protedz, GSH, enzim vagy
pH-valtozas hatasara leadjdk a hatoanyagot. Ezek altaldban bonyolult felépitésti molekulék.
Emellett vannak nem hasithato linkerek is, amelyek egyszeriibb konstrukciok, tovabba nem
hasadnak le a célhelyen sem. Ebben az esetben az endoszomalis vagy lizoszomalis lebontas

soran szabadul fel a hatéanyag a sejten beliil 2
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A nem hasithato linkerek tobbnyire alkil- vagy polietilén-glikol lancokat tartalmaznak,
elénylik a hasithatokkal szemben, hogy legtobb esetben konnyebb Oket eldallitani, igy a
koltséghatékonysaguk is jobb. Ugyanakkor figyelembe véve a kronikus és legtobb esetben
haldlos betegségek elleni kiizdelembe fektetett erdforrasokat, a bioldgiai hatékonysag
feliilirhatja ezt a szempontot.

Az ADC-hez nemcsak hatéanyag molekulat kapcsolhatnak, a diagnosztikai célra
hasznalt konjugatumokban gyakran alkalmaznak antitesthez kotott fluoreszcens festékeket,
fluoroforokat. Ezekben az esetekben az antitestek szelektivitasat ugy hasznaljak ki, hogy a
célsejteket mikroszkopos vizsgalatok soran is fel tudjak ismerni a festéknek kdszonhetben.

Az antitestmodositiasra szamos technika talalhatdo a szakirodalomban, tobbek kozott
helyspecifikus modszerek, amelyek akar nativ, akér szintetikusan modositott antitesteken is
alkalmazhatdak.® A nativ antitestek modositdsa példaul a linkerek egy csoportjaba tartozd
rekonjugaldszerekkel megoldhato a diszulfidhidak redukciojaval és Gjrakitésével, azonban az
eddig a szakirodalomban leirt rekonjugaldoszerek tobbnyire bonyolult, soklépéses és koltséges
szintézisekben allithatoak eld.

Kutatocsoportunkban régota foglalkoznak fehérjék kovalens modositasara alkalmas
vegyliletek fejlesztésével, igy példaul heterociklusos fragmensekkel, amelyekben a
heterociklus elektronszivé hatdsdnak koszonhetden aktivalhatok elektrofil funkcids
csoportok.1%1 A korabbi tapasztalatokat, tovabba Matos és kollégai 2019-ben publikalt
munkajat felhasznalva koltséghatékony és egyszerii szintézissel terveztiink eléallitani egy uj

antitest rekonjugéldszert.?
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Az antitestek

Az antitestek vagy mas néven immunglobulinok az immunrendszer altal idegen
anyagok felismerésére termelt fehérjék. Ezek az idegen anyagok, az antigének, sokfélék
lehetnek, példaul virusok, baktériumok, toxinok, de akar egyes endogén sejtfelszini fehérjék
vagy szénhidratok. Az antitestek célja, hogy felismerjék ezeket az antigéneket, és magukat
hozzajuk régzitve olyan folyamatokat inditsanak el, amely eredményeképpen az antigének
eliminalodnak.

Az antitesteket specialis fehérvérsejtek termelik: a B-limfocitak vagy B-sejtek. Az
antigén el6szor a B-sejthez kotédik, ennek hatasara a B-sejt antitesteket valaszt ki a véraramba
¢és a nyirokrendszerbe, ahol azok tobb honap utan is megtalalhatoak, igy a kés6bb szervezetbe
juto antigént is képesek felismerni. A B-sejt antigénkotd helye szelektiv az antigénre, azaz egy
ilyen receptor egyféle antigént ismer fel és igy specifikus antitestek termelddnek, amelyek
jelzik a szervezet szamadra az adott antigén jelenlétét.

Az antigén semlegesitése vagy eltavolitdsa tobbféle mechanizmus szerint torténhet.
Egyrészt lehetséges, hogy az antigén megkotddése az antitesten olyan mértékben
megvaltoztatja annak szerkezetét, hogy karos bioldgiai funkcidja megsziinik. Masrészt, ha az
idegen elem egy mikroorganizmus, akkor az antitest mozgasképtelenné teheti vagy
megakadalyozhatja a sejtekbe vald behatolasat. Tovabbi lehet6ség, hogy az antitest oldhatatlan
komplexet képez az antigénnel, amit a faldsejtek eltavolitanak.

Az antitestek a daganatos sejtek halalat tobbféle médon okozhatjak. Egyes esetekben
elpusztitjak a sejtmembrant, gatoljak a sejtnovekedést, onpusztitd mechanizmust valtanak Ki
vagy a tumort taplalo erek sokszorozodasat akadalyozzak meg. Ismertek olyan antitestek is,
amelyek az immunrendszer inhibitorait blokkoljak vagy a rakos sejtet ¢s a megfeleld
immunsejtet dsszekotik a gyors és hatékony immunvalasz érdekében. 14

Az antitest alapstrukturaja (3. dbra) két par polipeptid lancbol all, amelyek Y alakot
alkotnak. Az antitestek dimerekké, trimerekké és polimerekké is Osszekapcsolodhatnak
diszulfid kotésekkel. Minden monomer format két nehézlanc és két konnytilanc alkot, a lancok
diszulfid hidakkal kapcsolodnak 6ssze. A nehézlancnak van egy konstans régidja, amely
alland6 minden azonos osztalyba tartozé antitest esetén. Ennek alapjan 6t osztalyt
kiilonboztetiink meg: IgG, IgA, IgM, IgD, és IgE. A nehézlancnak emellett variabilis régidja is

van, ami az antitestek diverzitasaért felelés. Az emlitett lancokat tovabb oszthatjuk az Oket

9
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cyey

régiot pedig egy. A konnyiilanc konstans- és variabilis régioja is egy-egy doménbdl all. A
domének hozzavetdlegesen 100-200 aminosavbol allnak.

Az antitestek funkcidja altalaban az antigén megkotése és informacid-tovabbitas az
immunrendszer felé. Szerkezetiiket két f6 részre bonthatjuk, amelyek a Fab és Fc régiok vagy
fragmensek. Ezeket a régiokat a kapocsrégio koti 6ssze. A Fab (antigen-binding fragment) az
antigén kotd fragmens, amely felismeri az antigént és megkoti azt. A Fab helyileg az Y alaka
antitest két azonos ,,aga”. Az Fc (crystallizable fragment) alakitja ki a kolcsonhatast az

immunrendszer mas elemeivel. Az Fc az Y ,,szaranak” feleltetheté meg.'®

antigén antigén kotéhely

megkotott antigén /

variabilis régio (V)

[ kennydlanc (L) } Fab régi6

[] nehézlanc (H) diszulfidhid

N
\\
N
N
.
} Fc régio

3. dbra: Az antitest alapszerkezete'®

szénhidrat

konstans régio (C)

2.1.1. A trasztuzumab

A trasztuzumab egy monoklonalis antitest, a Herceptin markanevii készitmény
hatéanyaga, amelyet jelenleg az emld- és a gyomor Her2 pozitiv (Her2+) rosszindulat
daganatanak kezelésére hasznalnak.'’181% A gydgyszert korai stddiumi emlédaganat estén
miitétet, kemoterapiat vagy sugarkezelést kdvetden alkalmazzak. Az igy kezelt betegek 8%-
anal wjult ki a betegség egy év alatt szemben a gyogyszerrel nem kezeltek 13%-aval. A
haroméves tlélés pedig akar 12%-kal javult az alkalmazott kemoterapiatol fiiggden. Attétes
eml6-és gyomordaganat estében mas gyogyszerekkel kombinacioban hasznaljak. A haroméves

tulélés a Herceptint kapo paciensek esetén 65%, mig a készitmény nélkiil ez az arany csak 52%.

10
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Ezekben az esetekben tehat bizonyitottan javitja az altalanos tilélést, illetve csokkenti a kijulas
¢s az elhaldlozas aranyat.

A Herceptin csak olyan esetekben alkalmazhat6, amikor a daganat fokozott Her2
expressziot mutat. Ez azt jelenti, hogy a tumorsejtek felszinén sok Her2-fehérje (antigén)
termelddik, aminek hatasara a tumorsejtek gyorsabban novekednek. Ez a jelenség az
emlddaganatok koriilbeliil egynegyedénél és a gyomordaganatok egydtodénél figyelhetd meg.

Hatasmechanizmusat tekintve miutan a trasztuzumab a Her2-fehérjéhez kot6dott,
aktival bizonyos immunsejteket, amelyek ezt kovetden elpusztitjdk a tumorsejteket. A
trasztuzumab megakadalyozza tovabba, hogy a Her2-fehérje a tumorsejtek novekedését kivalto
vegyiileteket bocsasson Ki.

A trasztuzumab antitestet nemcsak dnmagaban, hanem ADC-ként is alkalmazzék. Ilyen
ADC a Kadcyla® (trastuzumab emtansine) markanévre hallgatd készitmény, amelyben a
kemoterapias gyogyszer mertanzin a 4-(N-maleimidometil)-ciklohexan-1-karboxilat (SMCC)

linkeren keresztiil kapcsolddik az antitesthez.

2.2 Az antitest-gyogyszer konjugatumok (ADC-k)

Az ADC-k monoklonalis antitestbol, linkerbdl és hatdoanyagbol (vagy diagnosztikai célu
alkalmazas esetén festékbol: antitest-festék konjugatum, a tovabbiakban az egyszeriiség
kedvéért az ADC rovidités ala keriil) késziilnek (4. dbra).?°

antitest

hatéanyag/festék /

linker

4. abra: EQy ADC dltalanos felépitése
Az ADC 0sszetevOi egyiitt szinergikus hatist eredményeznek. Az antitestnek
sziikségszerlien erds szelektivitassal kell rendelkeznie a célhely felé, tehat nagyon korlatozottan
vagy egyaltalan nem kotddhet az egészséges sejtekhez. A hatoanyagnak, amely altalaban egy

citotoxikus gyogyszer, a tumorsejtet el kell pusztitania. A linkernek pedig a keringésben
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stabilan kell kotnie a hatéanyagot, majd a célsejtben az emésztésnek a hatdanyag
felszabadulasat kell eredményeznie.

A cél a citotoxikus molekuldk szelektiv eljuttatidsa a tumorsejtekig az egészséges sejtek
kitettségének minimalisra csOkkentésével. Ezzel a moddszerrel a hagyomanyos kemoterapia
soran észlelt mellékhatasok dramaian csokkenthetk. Ez a szelektivitds azt eredményezi, hogy
a tumorsejteket a citotoxikus molekuldk kis mennyisége is elpusztithatja ADC haszndalata
mellett.

Jelenleg 11 FDA altal jovahagyott ADC-t alkalmaznak (/. tabldzat), amelyek dontéd
tobbségében nem helyszelektiv stratégiaval kotik 6ssze a hatdanyagot az antitest ciszteinjeivel
vagy lizinjeivel. Az igényt ezekre a kiilonleges biologikumokra az is mutatja, hogy koriilbeliil
18 ADC az engedélyeztetés utolso fazisaiban jar. Ebbdl is latszik, hogy a kdvetkezo években a

terapias antitestek az egyik leggyorsabban novekvo agazata lehet a gyogyszeriparnak.

Név Kereskedelmi Kezelt betegség Engedélyeztetés
név éve
Gemtuzumab ozogamicin Mylotarg Akut myeloid leukémia 2000, 2007

Brentuximab vedotin Adcetris Hodgkin-limfoma, 2011
Szisztémas anaplasztikus

nagysejtes limfoma,
Cutan T-sejtes limfoma

Trasztuzumab emtanzin Kadcyla Her2+ eml6daganat 2013

Inotuzumab ozogamicin Besponsa CD22+ B-sejt prekurzor 2017
akut limfoblasztos
leukémia

Moxetumomab pazudotox Lumoxiti Hajas sejtes leukémia 2018
Polatuzumab vedotin Polivy Diffuz nagy B-sejtes 2019
limféma

Enfortumab vedotin Padcev El6rehaladott vagy 2019
attétes urothelialis
daganat

Enhertu Attétes Her2+ 2019
emlédaganat

Trodelvy Attétes tripla-negativ 2020
emlédaganat

Belantamab mafodotin Blenrep Mieléma multiplex, 2020
diffuz nagy B-sejtes
limfoma

Cetuximab sarotalokan Akalux EGFR-t expresszalo fej- 2020
¢és nyaktaji daganatok

1. tablazat: Jelenleg az FDA hatésdg dltal engedélyezett ADC-k?
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2.3. Az antitestmddositas
2.3.1. Helyszelektiv €¢s nem helyszelektiv modszerek

A nem helyszelekiv antitestmodositas soran leggyakrabban lizin és esetenként cisztein
aminosavak reaktivitasat hasznaljak ki, ritkabban N-termindlis szerint és treonint iS céloznak
elektrofil reagensekkel. Az eljaras ugy torténik, hogy az antitesten természetesen megtalalhato,
vagy mesterségesen létrehozott nukleofil kotéhelyhez  kiilonbozé  modszerekkel
hozzakapcsoljak a linkert és a hatdanyagot, vagy egy Iépésben a linker-hatéanyag
konjugatumot.*°

A konjugéalas mindsitésére gyakran hasznalt mennyiség a hatéanyag- és a fluorofor-
antitest arany (drug to antibody ratio - DAR és fluorophore to antibody ratio - FAR), amely azt
fejezi ki, hogy egy antitesthez hany hatdanyag vagy festék molekula kapcsolodik.
(Tovabbiakban az antitest-rekonjugaldszer konjugatumok is DAR értékkel keriilnek
jellemzésre, ugyanis ezt a szakirodalomban hasznaljak ilyen értelemben is.) Ezek a szamok
meghatarozo jellemz6éi az ADC-nek és Osszefiiggésben vannak a homogenitassal. Ha egy
készitményen beliil az egyes antitestekhez kiilonb6z6 szamu kismolekula kapcsolodik, akkor
besz¢liink heterogén termékrél. Ha minden antitesthez azonos szdmu hatéanyag kapcsolodik,
akkor pedig homogén a termék. A homogenitas valtoz6é mértéke miatt a készitményre jellemz6
DAR sokszor nem egész szam, €s akar egy tartomany is megadhato.

Kisérletek soran igazoltak, hogy a DAR optimalis értéke a legtobb ADC-ben négy.
Ennél alacsonyabb DAR érték csokkenti az ADC hatasossagat, magasabb pedig aggregéciot
idézhet eld, novelheti a toxicitast és csokkentheti a stabilitast. Az optimalis DAR
alkalmazasaval elérhet6 a citotoxicitas €s a farmakokinetikus stabilitas kozotti egyensuly.

Szamos helyszelektiv konjugacios technikara talalunk példat a szakirodalomban, amivel
elkeriilhetéek a heterogén termékek és DAR = 2-4 értéket biztositanak. Ilyen példaul a Thiomab
doménjeire. Tovabbi lehetdség, hogy nem természetes aminosavakat alakitanak ki az antitest
feliiletén, ezzel létrehozva a helyszelektiv reaktiv csoportot (legtobbszor klikk-reakciora
alkalmassa téve az antitestet). Ezek azonban mind koltséges és bonyolult eljarasok egy vegyész
szemsz0gébol. Az egyik leggyakoribb és jelentdsen olcsobb eljaras, ha az antitestek lanckozi
diszulfidhidjait redukaljak, amellyel igy 8 reaktiv tiolcsoport keletkezik, amelyek kozvetlentil
is modosithatok, vagy rekonjugalds esetén négy reaktiv (altalaban klikkelhetd) csoporttal

szerelhetok fel.
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Egy altalanos 1gG1 (immunglobulin G1) antitest feliiletén koriilbeliil 80 lizin talalhato.
Jelolésiikre példaul kiilonbozé  N-hidroxi-szukcinimid ~ (NHS)-észter  szarmazékokat
hasznalnak, ilyen a szukcinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciklohexan-1-karboxilat (SMCC),
amit tobbek kozott a Kadcyla markanevii készitményben alkalmaznak (5.a dbra)
Festékmolekulakat is konjugalnak hasonld modszerrel antitest-fluorofor konjugatumok
eldallitasa érdekében (5.b dbra).?? Becslések szerint egy ilyen hagyoményos antitestmodositasi
stratégidval a valtozatos lizinmodositidsoknak koszonhetden akar 108 féle speciesz is
keletkezhet. Ez keriilendd, ugyanis igy heterogén terméket kapunk, nem lesz egységes és
megfelel6 a DAR, ami kiszamithatatlan farmakokinetikai- és a terapias hatashoz vezethet,

egyszerlisége miatt azonban manapsag is alkalmazzak.

5. abra: () SMCC kotéelem a Kadcyla nevii készitményben (fekete szinnel je!é'lve), (b)
Kutatocsoportunkban kordbban eldallitott antitest-fluorofor konjugdtum. *Atlagérték
A fentiekben leirtak miatt elénydsebb kihasznalni a ciszteinek reaktivitasat, mert a nativ
antitestek nem tartalmaznak aktiv ciszteineket a feluletiikon, ezeket a diszulfidhidak
redukciojaval lehet kialakitani. EQy altalanos IgG1l antitestben négy lanckozi diszulfidhid
talalhato, tehat a redukcio utan nyolc szabad tiolcsoport valik hozzaférhetévé (6. dbra). Az igy
keletkezett antitestek hatranya, hogy a diszulfidhidak megsziinésével csokken a stabilitas és ez

hozzéjarulhat a heterogenitas novekedéséhez.
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6. abra: Diszulfidhidak redukcioja

Egy rendkiviil igéretes helyszelektiv stratégia a DAR = 4 eléréséhez, hogy olyan
reagenseket alkalmaznak, amik ujra 6sszekapcsoljak a diszulfidhidak két ciszteinjét. Ezeket a
reagenseket rekonjugaldoszereknek nevezziik.

A redukcids és a rekonjugacios 1épések sorrendje szempontjabol harom kiillonbozé
stratégiat hasznalnak (7. dbra). A 1épésenkénti (stepwise) modszer (7. dbra, A) esetében az els6
1épés a redukcio, ezt kovetden puffercsere segitségével a redukaldszert eltavolitjdk a
rendszerbdl, majd hozzdadjak a rekonjugaldszert. Az ujrakotés végén még egy puffercsere
sziikséges a termék tisztitdsdhoz. A puffercsere soran az antitest oldatokbdl membransziirével
centrifugalva szlrik ki a redukal6- és/vagy a rekonjugaloszert. Ilyenkor legtobb esetben
csokken az antitest mennyisége is, gyakori a kicsapodas, megkdtddés a membran/sziird/gyanta
feliiletén. A 1épésenkénti modszer elénye mégis, hogy a redukaloszer €s a rekonjugaldszer nem
reagal egymassal, de hatranya tehat a tobb 1épés, tobb tisztitasi folyamat sordn veszitiink az
antitestbol. A szekvencidlis moédszernél (7. dbra, C) ugyanez a lépések sorrendje, csak a
redukaloszert nem tavolitjdk el. Hatranya, hogy az elreagdlatlan redukéloszer a
rekonjugaldszerrel reakcioba 1éphet, tehat olyan vegyiileteket érdemes alkalmazni, ahol ez a
mellékreakcio kikiiszobolhetd. A harmadik eljarasmaéd az in situ modszer (7. dbra, B), amelynél
egyszerre keriil a rendszerbe a rekonjugaldszer és a redukaldszer. Ez a leggyorsabb modszer,
viszont ennél a legvalosziniibbek a mellékreakciok.?® Az utobbi két esetben csak a folyamat
legvégén sziikséges a konjugatum elvalasztasa a kismolekulaktol, igy az antitest mennyisége és

igy a vart hozam nem csokken olyan mértékben, mint két tisztitasi 1épés esetén.
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7. abra: Antitestmodositas modszerei, (a) Lépésenkénti modszer, (b) In situ modszer, (C)
Szekvencialis modszer

2.3.2. A redukaldszerek

Az antitestek diszulfid-hidjainak redukalasara manapsag leggyakrabban hasznalt
vegylilet a trisz-(2-karboxietil)-foszfin (TCEP, 6) (8. dbra), de hasznalhato még a
benzoszelenol (PhSeH, 7), és a ditiotreitol (DTT, 8) is.242

A benzoszelenol (7) elénytelen tulajdonsaga, hogy konnyen oxidalodik, nem oldodik
vizben, illetve gyakran 1ép reakcioba az alkalmazott linkerrel. A DTT (8) savas kozegben nem
hasznalhat6, konnyen oxidalodik, nem stabil, ezért manapsag alkalmazasa szintén hattérbe
szorult. UV/Vis spektroszkopiai méréseknél elnyelése gyakran egybeesik az antitest
elnyelésével, amely lehetetlenné teszi a DAR meghatérozasat.

A TCEP (6) mas redukaloszerekhez képest stabilabb, gyorsabb redukciét eredményez
¢s az antitesten mas funkcids csoporttal nem 1ép reakcioba, illetve alacsonyabb pH-

tartomanyban is hatékony. Tovabbi eldnye, hogy a legtobb rekonjugaldoszerrel szemben inert.
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A TCEP (6) a Trasztuzumab antistesten csak a lanckozi diszulfidhidakat redukalja, a tobbi

diszulfidhiddal szemben inert.?’

o)
HOJ\L o) !
P/\)J\OH 7¢ OH
HS™
07 “OH OH
6 7 8

7. abra: Gyakori redukaloszerek

2.3.3. A rekonjugaloszerek
2.3.3.1. Trisz-brommetilén szarmazékok

A trisz-brommetilén szarmazékokat korabban sikeresen alkalmaztak fehérjék és
karbonsav szarmazékok linkereként. Mivel az eredmények biztatdak voltak, felmeriilt az
antitestek rekonjugalasanak lehet6sége.?®

Ramos-Tomillero és munkatarsai el6szor 9 tiolszarmazékait (11) alakitottak ki, majd a
kétfogh 11 alkalmazasaval kétféle antitestet modositottak (9. dbra).?® A 10 tiolban az R csoport

lehet fenil-, benzil-, cisztein-, kumarin- és fluoreszcein-szarmazék.

/S/ \S\ *S/ \S*
55— 1. TCEP _d s

—s-5— —s s—
Br/\?/\Br
3
S 1 12
R
rl/”
DIPEA R-SH L
10 R
Br Br e &

-0

Br
9

9. dbra: Rekonjugalds mezitilén szarmazékokkal
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A rekonjugacioés 1épést redukalt oxitocinon és két terdpias antitesten vizsgaltdk. A
redukalt oxitocint natrium-hidrogén-karbonat pufterben (pH = 8) szobahémérsekleten 15 percig
inkubaltak a rekonjugaloszerrel. Az antitesteket el6szor TCEP alkalmazasaval redukaltak, majd
hozzaadtak a 11 bisz-brommetilén szarmazékot. A reakcidhoz BBS puffert hasznaltak, a
redukcid 2 ora alatt ment végbe szobahdmérsékleten, a rekonjugacio pedig 30 perc alatt 4 °C-
on.

A keletkezett konjugatumok Osszetételét és homogenitasat natrim-dodecil-szulfat
poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) alapjan allapitottak meg, amely molekulatomeg
szerint valasztja el a komponenseket. Mivel a rekonjugéaldszernek kicsi a tdmege (néhany szaz
g/mol) az antitesthez (~150 kDa) képest, ezért ezzel az analitikai modszerrel nem lehetett
megkiilonboztetni a nativ és a rekonjugalt antitestet. Egy masik analitikai modszert alkalmazva,
tomegspektrometrias vizsgalattal (MS) jellemezték a reakcio sikerességét, ami az elvarasoknak
megfeleld homogenitasu és dsszetételli terméket eredményezett.

A konjugatumok analitikai jellemzése utan meg kellett bizonyosodni arrél, hogy az
antitest eredeti bioldgiai funkcioja és haté¢konysaga nem valtozott. A biologiai vizsgalatok soran

kideriilt, hogy a konjugatumok affinitasa a megfeleld epitopok felé kismértékben csokkent.

2.3.3.2. Divinilpirimidinek (DVP)

Antitestek kovalens rekonjugéalasara korabban monovinilpiridin - szarmazékokat
hasznaltak, de a reakcidsebesség novelése érdekében ezeket tovabbfejlesztve, Walsh és
munkatarsai a két nitrogénatomot tartalmazé monovinilpirimidinekhez  (MVP) és
divinilpirimidinekhez (DVP) jutottak.>® A heteroatomok nagyobb szama eletronszivo
hatasuknak koszonhetéen ugyanis noveli a vinilcsoport elektrofilitasat, igy a rekonjugaloszer
reaktivitasat.

Ennek igazolasara eldallitottak 14 MVP szarmazékot 2-amino-4-klorpirimidin (13) és
kalium-trifluoroborat palladium katalizalt reakcidjaban, majd ezt 15 cisztein szarmazék
reakcidjaban teljes konverziot értek el (/0. dbra). A szintézis hatranya, hogy a Pd tartalmu
katalizator draga, mérgez06, illetve a reakcidelegybdl gyakran nehéz maradéktalanul

eltavolitani.
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10. abra: 14 MVP- és 16 Cys szarmazék eloallitasa

A cisztein szelektivitds igazolasiara 14 MVP szarmazékot lizinnel és ciszteinnel is
reagaltattak egyszerre, amely reakcio soran csak a cisztein reagalt, a lizin valtozatlanul maradt
a reakcioelegyben. TCEP jelenlétében is vizsgaltak a molekulat, ennek soran az MVP nem
mutatott aktivitast a TCEP felé, ebbdl arra kovetkeztettek, hogy vélhetden meg fogja rizni
stabilitasat a rekonjugacio soran. Ezt kovetden GSH jelenlétében végeztek stabilitas vizsgalatot.
Az MVP addukt két héten keresztiil stabil maradt. Mivel az eredmények igéretesek voltak, ezért
DVP szarmazékokat is eldallitottak tobblépéses szintézisekkel antitestek rekonjugalasa céljabol
(11. abra).

Az eldéallitott DVP szarmazékokkal ugyantigy, ahogy az MVP-k esetében
kemoszelektivitas és stabilitas vizsgalatokat végeztek, amelyeken igazolodott a ciszteinek felé
mutatott szelektivitds és a konjugatumok stabilitasa. A biologiai tesztelést el0szor egy
rekombinans bakterialis fehérjén (PfRadA-dCys) végezték el, amihez a diszulfidhid redukalasat
kovetden hozzaadtdk a 19 rekonjugaloszert. A reakcido >95% konverziot mutatott 1 ora
elteltével.

Ezt kovetden trasztuzumab antitest redukalt Fab fragmensét rekonjugaltak 10
ekvivalens 19 DVP szarmazékkal, aminek konverziéja HPLC-MS mérés alapjan 15 perc alatt
>90% volt. Az eredményes rekonjugacié miatt a teljes trasztuzumabot is rekonjugaltak 18, 19
¢s 23 rekonjugéldszerekkel. Optimalizalds utan 90-95% konverziot értek el mindharom
esetben. Tovabbi vizsgaltatok alapjan a konjugatumok aggregéciora valé hajlama megegyezett

a nativ antitestével.
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11. abra: DVP szarmazékok eloallitasa

Mivel az eddigi eredmények biztatdbak voltak, ezért a 19 rekonjugaldszerhez
doxorubicint (DOX) kapcsoltak rézkatalizalt azid-alkin cikloaddiciéval, majd ezzel
rekonjugaltak a trasztuzumabot. Az HPLC-MS igazolta, hogy a reakcié megfeleléen
végbement. Az abszorbancia adatok alapjan négyes DAR értéket értek el. A 19 BVP
szarmazékot egy fluoreszcens festékkel is kapcsoltak azonos moédszerrel, majd rekonjugaltak
az antitestet. A fluorofor-antitest arany (FAR) kozel optimalis volt (DAR = 3,9).

Végiil a szérum stabilitast ellenérizték GSH tripeptiddel, mely alapjan a 19 DVP
szarmazék megfelel6en stabilnak bizonyult. Tovabba monometil-aurisztatin E (MMAE)
citotoxikus hatdéanyaggal is kapcsoltak a rekonjugaloszert, majd ezzel rekonjugaltak az
antitestet. A kapott ADC-t Her2 pozitiv és negativ sejtvonalakon tesztelték, amely igazolta a
Her2+ szelektivitast.

E rekonjugéloszer hatranya a szintézisnél emlitett Pd tartalma katalizator hasznalata,

amely jelentds kornyezeti terhelést és magas kdltségeket jelent.

2.3.3.3. Diviniltriazinok (DVT)

A DVT-k fehérjékkel valé konjugalasa mar ismert Robertson és munkatarsai

eredményeibdl,3  Counsell és kollégai pedig antitesteket is modositottak DVT
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szarmazékokkal.>> A DVP szarmazékokhoz hasonldan itt is az volt a cél, hogy a heteroatomok
nagyobb szdma ndvelje a vinilcsoport elektrofilitasat, igy a rekonjugaldszer reaktivitasat.

Counsell és munkatarsai eloszor a 27 rekonjugaldszert allitottak eld (12. dbra). A
szintézis legnagyobb hatranya, hogy Pd(dppf)Cl. katalizator sziikséges hozza, ami mérgezo,
rendkiviil koltséges, nehéz eltdvolitani a reakcioelegybdl. Tovabbi negativum, hogy hosszu a
reakcioidd. Elonyként emlitendd, hogy jo termeléssel érhetd el a végtermék.

A 27 DVT szarmazékkal 37 °C-on 4 oran keresztiil rekonjugaltak trasztuzumab
antitestet, amelyet SDS-PAGE és HPLC-MS analitikaval kovetve teljes rekonjugaciot és Kisebb
mértékben félantitestek keletkezését mutattak ki. A félantitestek képzddését a nehézlanc

tiolcsoportjainak 6nmagukkal val6 kapcsolddasa okozta.

o) 1) ZOBFK
H 3
cl /N\)J\O/\- HCI \)N\/\[(O\/ 1,4-dioxan/H,0 (10:1) \N/\mo\/
N, atm.
N \)N\ D'PtEA N Sy © 10 min N)§N ©
aceton |
Cl)\N/ Cl 0°C,2h Cl)\N/)\CI 2.) Pd(dppf)Cl,-DKM \)\N/)\/
90 °C, 16 h
24 T 50% 25 T 78% 26
1.) THF/H,0 (1:1) - OH
LIOH - H ,0 )N\/\[(
0°C,24h NN ©
2)RT \)LN/)\/
T 85% 27

12. abra: 27 DVT szarmazék eloallitasa

Ennek elkeriilése érdekében optimalizalni kezdték a reakcidt. A vizsgalt paraméterek a
homérséklet, a rekonjugéaloszer feleslegének mennyisége, illetve a reakcididé voltak.
Megallapitottak, hogy magasabb homérsékleten hatékonyabb a rekonjugacio, illetve, hogy 10
molekvivalens 27 DVT szarmazék elegendd 37 °C-on 1 o6rds reakcididével a kivald
konverziohoz. Tovabba az is kidertilt, hogy ha 1 6ranal tovabb tart a rekonjugacio, akkor mar
nem érnek el javulast a termelésben. Ennek oka lehet, hogy a TCEP és szarmazékai
valdsziniileg akadalyoztdk a teljesen rekonjugalt antitest képzddését, mert lépésenkénti
modszerrel kevesebb félantitest képzodott. A tovabbiakban megvizsgaltak a rekonjugaldszer
mennyiségének hatdsat, és azt figyelték meg, hogy a konnyii- és a nehézldncok mennyisége
enyhén novekedett, ha kevesebb DVT volt jelen.

Egy masik 28 DVT szarmazékot is eldallitottak azzal a céllal, hogy egy lancvégi alkinil

funkcios csoport keriiljon a molekulaba (/3. abra). Ennek segitségével a rézkatalizalt azid-alkin
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cikloaddicioval fluoreszcens festékeket tudtak a rekonjugaloszerhez kapcsolni. A klikk

reakcionak e fajtaja azért olyan kedvelt, mert enyhe koriilmények kozott megy végbe nagy

hatasfokkal.

=
PN OH
NZ N DMF, TEA
T

HOBYH,0
EDC - HCl

23 T: 44% 28

SN

H
/)\ N~ /\/O\/
N N (0]
Y

13. abra: 28 DVT szarmazék eloallitasa

A trasztuzumabot rekonjugaltak a 28 vegyiilettel, majd kapcsoltak az AlexaFluor™ 488
festékkel, amely soran a megfelel6 konjugatum keletkezett €¢s DAR = 4 értéket értek el. Majd
ezzel a konjugadtummal stabilitas vizsgalatot végeztek 1 héten keresztiil, az eredmények stabil
termékek meglétét igazoltak.

A rekonjugéloszer hatranya a fent leirtak alapjan, hogy szintéziséhez Pd tartalmu
katalizator sziikséges, illetve jelentés mennyiségben képzddnek félantitestek az Gjrakapcsolas

soran.

2.3.3.4. Bisz-(vinilszulfonil)-piperazin (BVP) szarmazékok

A bisz-szulfonokat kordbban mar leirtdk ADC rekonjugéloszerekként.3*34 Huang és
munkatarsai olyan BVP csaladrol szamoltak be®®, amelyek nem képeznek félantitesteket és
DAR = 2-t tudnak biztositani, igy még elfogadhato terapias tulajdonsagokkal birnak. Ezeket a
BVP szarmazékokat sikeresen alkalmaztak peptidek ciszteinjeinek rekonjugélasara.

A félantitestek képzddésének legvaldsziniibb oka, hogy a Fab és Fc fragmenseket
0sszekotd régioban a diszulfidhidak til kdzel vannak egymashoz. Ezért nagy az esélye, hogy a
nehézlancok tioljai dnmagukkal kapcsolodjanak Ossze. A destabilizalas oka lehet az is, hogy
mig a nativ antitestben a két lancot 6sszekotd hid kétatomos, a BVP szarmazékokkal valo
rekonjugalas utan 8 atombdl all. Ennek elkeriilésére olyan stratégiat probaltak alkalmazni, ami
csak a Fab régio rekonjugalasat eredményezi.®

Huang és kollégai eldallitottak 33 BVP szarmazékot (/4. dbra), majd cisztein
szelektivitds vizsgalatot végeztek rajta oxitocinnal. A fehérjét TCEP-pel redukaltdk, majd

Ellman-reagenssel vizsgaltak a szabad tiolcsoportok jelenlétét és szamat. Az Ellman-reagens

egy diszulfidhidat tartalmazé vegytilet, amely szabad tiolcsoport jelenlétében redukalodik tiol
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fragmensekre, és megvaltozik az abszorbancia spektruma. Igy a keletkezé fragmensek

kvantitativ meghatarozéasa abszorbancia méréssel megvaldsithato.

Boc HoN I.3°C (J)\
N N
(Boc),0 2 A
J\ 2 J\OH [ H/\
[ NaOH/H,0/1,4-dioxan HATU, DIPEA N
RT DMF |
* aszimmetriacentrum Boc
T: 45% T: 85%
29 (R/S, racém elegy) 30 31
29R (R konfiguracio) 30R 31R
298 (S konfiguracid) 30S 31S
TFA J\ SO,ClI 802
N 2
A [ cl [ jAL
RT 2 TFA Et,N
RT 302
T: 98% 32 T: 64% 33
32R 33R
328 33S

14. abra: 33, 33R, 33S BVP szarmazék eldallitdsa

Ezutan 2 ekvivalens rekonjugalészert adtak a redukalt antitesthez. Az eredmények

szerint 33 BVP szarmazék szelektiv és hatékony rekonjugaloszernek bizonyult. Annak
érdekében, hogy antitest-gyodgyszer konjugatum keletkezzen, 33 BVP szarmazékot felszerelték
egy tavtartd linkerrel és az MMAE hatbanyaggal, igy 37 szarmazékot kaptak (/5. dbra). A
tavtarto linker sztérikus okok miatt sziikséges, mivel az MMAE nagy méretii molekula, ha kozel
van a rekonjugaldszerhez, akkor az a szintén nagy méretii antitesthez nehezebben kapcsolddna,

mint némileg tavolabb a fehérjétdl.
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N3/\/O\/\O/\/O\)J\OH

35
MMAE Ny~ O\/\O/\/O\)J\MMAE
HOAT, EDCI, DIPEA, DMF
34 T: 85,6% 36
CuSO,
Na-aszkorbat
DMSO/'BUOH/H,0O 302

0
N=N
802 \/SOZ
[ :rJJ\ 37, 37R, 37S
SO

2 33R
338

T: 53%
15. abra: 37, 37R, 37S BVP szarmazékok szintézise

A trasztuzumabot TCEP-pel elvégzett teljes redukcioja utan 37 BVP szarmazékkal
rekonjugaltak. HPLC-MS alkalmazasaval kimutattak, hogy DAR = 2 értékiit ADC-ket kaptak.
A 37S rekonjugaldszer esetében teljes volt a konverzio, amig a 37R addukttal visszamaradt kis
mennyiségli rekonjugalatlan antitest. SDS-PAGE alapjan félantitest nem volt kimutathato.
M¢éretkizarasos kromatografia alapjan aggregacié sem tortént. A konjugatumokat és a nativ
trasztuzumabot papain enzimmel emésztették, amely utan kétféle Fab fragmentum keletkezett.
HPLC-MS mérések szerint a konjugatum és a trasztuzumab Fab kozotti tomegkiilonbség
megfelelt a BVP MMAE tomegének. Fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jelolve stabilitas
vizsgalat utan azt is megallapitottak, hogy 1 hét utan is stabil maradt a konjugatum. Her2 pozitiv
¢€s negativ sejtvonalak koziil csak a pozitivak felé mutatott affinitast, tehat a rekonjugalas soran

megmaradt a megfeleld antigénszelektivitas.

2.3.3.5. Ujgeneracios maleimidek (NGM)

A maleimid szarmazékok a leggyakrabban hasznalt rekonjugaldszerek kozé tartoznak.
Az NGM-ek elédei, a hagyomanyos maleimidek valojaban nem rekonjugaloszerek, hanem
egyszerii cisztein-reaktiv linkerek voltak, amelyek szdmos hatrannyal birtak.®” Vizes kdzegben

retro-Michael-addicidval lassan lehasadtak a ciszteinrél vagy felnyiltak a maleimid gytrik.
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Utobbi ugyan stabilizalo hatasu, de sokszor véletlenszerii, nem tervezhetd, és nem feltétleniil
biztosithatd reprodukalhatéan a teljes konverzio. Egyéb tiolcsoportot tartalmazé molekuldk
jelenlétében keresztreakcio is felléphet, amely a hatdanyag id6 el6tti felszabadulasaval jar, tehat
csokken a hatékonysag és nd a toxicitas.?

Az NGM-ek a maleimid ketts kotésen tovabbi atomokat tartalmaznak, igy mar nem
Michael-addicioval, hanem nukleofil szubsztiticiéval reagalnak, a maleimid gytrii csak a
megfeleld alapvaz (biztositja a kelld tavolsagot a két szubsztituens kozott) és a szubsztituensek
aktivalasahoz sziikséges szerepét tolti be. A reakcio soran a fehérje ciszteinjeinek tiolcsoportjai
vegyliletek helyszelektiv konjugéciot tesznek lehetévé, ezaltal stabil, homogén termékek
keletkeznek jo konverzioval, amelyek megtartjak bioldgiai funkcioikat.

A jO tavoz6 csoportokat Schumacher és munkatarsai vizsgaltdk a /6. dbran lathato
NGM-ekkel.%® Szomatosztatint, amely egy diszulfidhidat tartalmaz, TCEP-pel redukaltak, majd
rekonjugaltak ezekkel a vegyiiletekkel. A 38, 39 és 40 maleimid szdrmazékok hatékony
rekonjugaciot eredményeztek, eltéré reaktivitasi sorrendben (40>38>39). A 41 ¢és 42 NGM
szarmazekok esetében a szubsztitiicid rendkiviil konnyen végbement. A 41 ditioéter megfeleld
feleslegének alkalmazasaval mar 1 ora alatt 100%-os konverzidt értek el, a 42 bisz-
feniltiomaleimid esetén pedig 10 perc alatt kaptak ugyanezt az eredményt. A halogéntartalmt
maleimid szarmazékok nagyobb reaktivitast mutattak TCEP-pel szemben, ami arra utalt, hogy
in situ modszerre kevésbé alkalmasak. Az ennek igazolasara tett kisérlet 38 és 42 maleimid
szarmazékokkal azt mutatta, hogy a dibrommaleimid (38) esetén az athidalas csak 60%-0s volt.
Az oldatban reagalatlan szomatosztatin is maradt, ezért arra kovetkeztettek, hogy a
rekonjugaloszer €s a redukaloszer mellékreakcioban reagalhat egymassal. Ugyanakkor 42 bisz-
feniltiomaleimiddel in situ 100%-o0s konverziot sikeriilt elérni 20 perc alatt, amely egy

rendkiviil hatékony rekonjugaloszer fejlesztésének lehetdségét teremtette meg.

o] 0 0O O o]
Br Cl l HO \S PhS

| NH | NH | NH | NH | NH
Br cl l HO_~s PhS

o] e} o] e} o]
38 39 40 41 42
16. dbra: Ujgenerdciés maleimidek

Az eloallitast illetden Castafieda és munkatarsai altal leirt maleimid szarmazékok

altalanos szintézisét a /7.a abran tintettem fel. A forrdsponton torténd melegités €s az esetsav
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alkalmazésa erélyes reakciokoriilmények, amit egyes aminok nem birnak ki. Ezért olyan NGM-

eknél, amik valamilyen érzékeny funkcios csoporttal felszereltek, a /7.5 abran 1évé szintézissor

alkalmazhat6.3°

A, 0 R-NH, 0
X AcOH X
| © | N-R
Br reflux B
0 30 min RN
43 44
X=H 43a X=H 44a
X=Br 43b X=Br 44b
B, o CICO,Me o x P
X X 0 R-NH
| N-H NMM | NH : | N-R
THF v o— DKM v
Y Y RT, 30 min 0 RT, 1-6 h o
45 46 a7
45a X=Br, Y=Br T: 97% 46a X=Br, Y=Br 47a X=Br, Y=Br
45b X=Br, Y=H T: 100% 46b X=Br, Y=H 47b X=Br, Y=H
45¢ X=SPh Y=SPh T: 97% 46c X=SPh Y=SPh

ha X=Br, Y=Br, R= *\_Z T: 82%

1.) R-NH,, DKM
2h-24h
2.) szilika, DKM
1¢j

(o]

:li‘gN—R ha R= Hf\/// T: 98%

(0]

PhS
PhS

47c
17. abra: (a) Maleimid szarmazékok dltalanos szintézise (b) Maleimid szarmazékok szintézise
enyhebb koriilmények kozott

Schumacher ¢és munkatarsai a trasztuzumabot TCEP-pel redualtak, majd 45a
rekonjugaldszerrel szekvencialis méodszerrel kapcsoltak 6ssze. SDS-PAGE alapjan megfeleld
rekonjugalt antitest keletkezett. Szignifikdns volt a fragmentumok szama is, amennyiben
hékezelték a mintat az elektroforézis el6tt. Ellman-reagenssel nem volt kimutathato szabad
tiolcsoport, tehat az Osszes ciszteint sikeriilt reakcioba vinni. Ezt kovetden optimalizaltdk a
reakciot, de tovabbra is keletkezett teljes- és félantitest is. Ennek elkeriilésére inkabb in situ
modszert alkalmaztak és a 47c (R = H) ditiomaleimid szarmazékot vizsgaltak.
Redukaloszerként TCEP-et és benzoszelenolt alkalmaztak. A benzoszelenol esetében 4 °C, mig
TCEP esetében 37 °C volt optimalis, igy csokkenthetonek bizonyult a félantitestek mennyisége.
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A vizsgalatok soran kideriilt, hogy a ditiomaleimidek (DTM, 47c) esetében kevesebb volt a
mellékreakciok szama, mint a dibrommaleimideknél (DBM, 47a).

A 50 rekonjugalészer szintézisét kovetéen DOX-t kapcsoltak hozza (51) (18. dbra),
illetve mas szarmazékokat is szintetizaltak, amelyekben a maleimid nitrogén és a DOX kozott

kiilonb6z6 molekularészlet (linker) talalhato.

OH
H2N/\/\/\n/

0 48 O

B o PhSH
r Br
AcOH OH NaOAc
| e} > | N/\/\/\n/ - @ @ @ @
Br 120 °C, 3 h Br o) MeOH
(e} o) RT, 20 min
43b T: 84% 49 T: 87%
1.) HOBt
HBTU
DMF o
0] DIPEA _
Ph—S @) 3 min Ph—s Q
OH 2.) HCI-DOX Ph—S DOX
Ph—S8 RT, 6 h
o) (e}
50 T: 92% 51

18. dabra: 51 vegyiilet szintezise

A DOX tartalmu rekonjugaldszerek koziil tobbek kozott az 51 maleimid szarmazék érte
el a legjobb konverziot. Ezekkel rekonjugaltdk a trasztuzumabot szekvencidlis mddszerrel,
amely ugyan hajlamos félantitest képzésre, de ezzel a modszerrel tudtak elérni a legjobb DAR
értékeket (3-3,8), illetve a legjobb konverziot (89-99%). Ezt kovetden cisztein szelektivitas
vizsgalatot végeztek, majd a Her2 pozitiv sejtvonalak felé mutatott affinitast is vizsgaltak. A
mérések igazoltak a maleimid-konjugatumok megfeleld stabilitasat és az antitest valtozatlan
bioldgiai funkciojat.

A félantitestek keletkezésének kikiiszobolése érdekében kiprobaltak az in situ modszert
is. Ennek soran csokkent a félantitestek szdma. Majd ugy dontottek, hogy egy olyan stratégiat
is tesztelnek, ahol a rekonjugaciod és a gydgyszermolekula rekonjugaloszerhez valo kapcsolasa
kiilon Iépésben valosul meg. A 47¢ vegyiilettel (R = propargil) rekonjugaltak az antitestet, majd
egy DOX-azid szarmazékot rézkatalizalt azid-alkin cikloaddicioval kapcsoltak hozza. A
megfeleld termékek a reagensek mennyiségétdl fliggden 52-69%-os konverzioval keletkeztek

3 és 4 kozotti DAR értékekkel.
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Morais és munkatarsai a NGM-ek hidrolizisét tanulmanyoztak (/9. dbra).*® Korabbi
irodalmi adatokbol kideriilt, hogy a konjugacid utani hidrolizis teszi lehetévé a
szérumstabilitast és ezaltal azt, hogy a hatdanyag eljusson a célhelyre.®” A hidrolizis azonban
hosszu folyamat, pH = 8,4 értéken 72 ora is lehet. Morais ¢és kollégai ezért a rekonjugéloszer

megtervezésével és a koriilmények optimalizalasaval igyekeztek gyorsitani a hidrolizist.

N

Mikroszerkezet

—s s—
—s s— -

52

19. abra: NGM a hidrolizis utan

Morais és munkatarsai a 20. abran lathatd rekonjugéaldszereket allitottak eld, €s ezeken

végezték a hidrolizis vizsgalatat.

EEDQ, MeCN Br

an(CHp)s v 53a H,)sw 54a
mCHy~~ 53b CHy»w 54b
[ linker ] [ linker |
4c

20. abra: DBM rekonjugadloszerek szintézise

o) o)
Br Br
0 =" "NH, o)
| N—{linker }< - - [N 7
Br OH HN
o)

crer

HPLC-MS vizsgalat kimutatta félantitestek, nehéz- €s konnyiilancok jelenlétét is, tehat a
diszulfidhidak ujrakotése nem volt megfeleld. A 54b és 54c¢ rekonjugaloszerek gyorsabban
hidrolizaltak, igy kevesebb melléktermék keletkezett. Tovabbi javulast értek el, ha a pH-t 8-r6l
8,5-re allitottak, mert igy még gyorsabb volt a hidrolizis. Mind az 54b, mind az 54c esetében
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két termék keletkezett, a teljes- €s a félantitest, viszont a DAR érték mindig optimalis volt. Az
eljarast ezt kovetden optimalizaltak, igy a félantitest : teljes antitest ardny 1:1 lett.

Abszorbancia vizsgalattal megallapitottak, hogy a DBM-ek sokkal gyorsabban
hidrolizalnak, mint a bisz-(feniltio)-maleidek. Azok a maleimidek, amik nem vettek részt a
rekonjugacioban, elhidrolizaltak. Ez azért volt kiilondsen elényos, mert igy nem kellett
eltavolitani a reagensfelesleget, nem volt sziikséges tisztitdas. A kapott konjugatumok
szérumstabilitas vizsgalatokon jol szerepeltek és bebizonyosodott, hogy a linker nagyban
befolyasolta a hidrolizis sebességét, amely donté hatassal van az ADC-K tulajdonsagaira.

Az egyik legnagyobb hatranyt, a félantitestek képzddését azonban nem sikeriilt
kikiiszobdlniiik, igy e rekonjugdloszerek alkalmazasa esetén szamolni kell az alacsonyabb

homogenitassal.

2.3.3.6. Dibréompiridazindionok (DBPD)

A hattagt DBPD szarmazékok rendkiviil eldnyds tulajdonsagokkal rendelkeznek az
Ottagu maleimidekkel szemben, stabilitasukhoz nem sziikséges hidrolizis, ellenallnak a
redukald agenseknek és nem befolyasoljak az antitestek antigénhez kotédését. Mindezek
ellenére akadtnak kihivasok e szarmazékok fejlesztése soran.*!
Az els6 kihivasnak az alapvaz szintézise bizonyult, amely szintézissoron lathatd, hogy

egyrészt koltséges, masrészt tobb erélyes 1épésbol all (21. dbra).

(0]
R4 /_<
N=N o—é
Boc Boc
56

TFA
DKM
0 1.) Kilénb6z6
1 { kapcsolo reagensek
o o | R” 7 2) . R i

Br HN-NH  OH 1 H,N Br _R!
Ty B % B | r\IrR o) 2 TN
N _R?
A|§|3 Br AcOH Br N\)J\OH Br N
o)

refl H
0 X o) Kiilonboz6 oldo- 0o

55 43b 57 szerek és reakcio- 58
kordlmények

R" példaul CH3 R2 példaul "
21. abra: DBPD kordbbi szintézise

Korszeriibb szintézist dolgoztak ki Bahou ¢és munkatarai (22. dbra), amely

koltséghatékonyabb, kevesebb 1€pésbdl all, kikiiszoboli a veszélyes és nehézkes bromozasi
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reakciot és sokkal jobb hozamot kinal, mint a korabbi szintézismod. Nagy elénye az is, hogy

mivel a legtobb antitesthez kapcsolhaté hatdanyag gyakran kaphaté aminként, igy a sav

funkcidval acilezhetd.

R'=CH; O %

of
R1
0 60 1.)DCC, THF
Br Boc Boc Br _R! 0 °C, 30 min
| OH N N
Br AcOH Br
5 reflux, 4 h \/\([)f 2)
one-pot N—OH
59 T: 84% 61 % 62
RT, 16 h
T: 72%
_R?
Q H,N o)
Br R’ Br R

N o B
Br Y \/ﬁ/> DKM Br YR
° ° 5 21°C, 16 h ° °
63 T 79% 64

22. abra: DBPD szarmazékok korszerti szintézise
A szintéziseket kovetden a kapott amidokkal trasztuzumab antitestet rekonjugaltak. A
f6 koncepcid az volt, hogy minél jobban visszaszoritsdk a félantitestek képzddését. Ennek
érdekében 1épésenkénti, szekvencialis és in situ modszerrel is probalkoztak (Id. 16. oldal, 7.
abra). A harom stratégia tesztelése soran a 65 DBPD szarmazékot hasznaltak

rekonjugaloszerként (23. dbra), amelyet 44%-os termeléssel kaptak a legkorszer(ibb

szintézissel.

N
o) o ’

o | N/\)J\N/\/O\/\o/\/"‘\n/o\»\
| H H

Br N\
o)

0]

65

23. abra: A 65 rekonjugdloszer szerkezete

A leggyakrabban alkalmazott rekonjugalasi modszer a Iépésenkénti, mert a redukaldszer

¢s a rekonjugaloszer nagyon gyakran reagalhatnak egymassal. A DBPD szarmazékoknal a
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szekvencialis és az in situ protokoll is jol miikodik, mert TCEP-pel (8) nem reagalnak. A 65
piridazindion szarmazék esetén mindharom modszerrel DAR = 4-t értek el, de a 1épésenkénti
¢s a szekvencialis esetben tobb félantitest keletkezett. Ennek oka valosziniileg az, hogy a TCEP
lassabban redukalja a diszulfid kétéseket, mint ami rekonjugacio sebessége. In situ modszerrel
kevesebb félantitest képz6dott, tehat ez bizonyult a leginkabb megfelelének.

Ezutan a homérsékletet ¢s a DBPD mennyiségét optimalizaltdk. Az optimalis
hémérséklet 4 °C volt, magasabb hdmérsékleten nott a heterogenitas. A 65 DBPD szarmazéknal
40 ekvivalens DBPD-re volt sziikség, efelett a DAR csokkenni kezdett. Ezekkel a
reakciokoriilményekkel azt tapasztaltak, hogy a teljes antitest mennyisége >95% és a DAR =
4,0.

A DBPD szarmazékokat korabban Maruani és munkatarsai is vizsgaltak, a trasztuzumab
amelyen tobbféle funkcios csoport is elhelyezkedik a tovabbi kapcsolasi reakciok érdekében.
A kétféle alkinszarmazék megteremtette annak a lehetdségét, hogy ortogonalis klikk reakciok
segitségével nem csak DOX-t, hanem egy fluoreszcens festéket (Sulfo-Cyanine5) is

kapcsolhassanak az antitesthez.
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24. dbra: A 66 rekonjugaloszer Szerkezete

A Fab rekonjugalasakor 66 DBPD szarmazékkal 95% konverzidt értek el. Ezutan a
DOX-t a ciklooktinil gylriih6z, mig a festéket a terminalis alkinhez kapcsoltak. HPLC-MS
vizsgalat alapjan a rekonjugalt antitest kivalo konverzioval keletkezett. Mivel a trasztuzumab
rekonjugaltak a 66 piridazindion szarmazékkal. Optimalizalast kovetéen megfelelé DAR
értéket és stabilitast értek el. Ezutan a DOX-t és a festéket is hozzakapcsoltdk a DBPD
szarmazékhoz, az igy kapott modositott antitest a fent leirtakhoz hasonléan j6 tulajdonsagokkal

rendelkezett.
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2.4. Lehetoségek uj rekonjugaloszer fejlesztésére

A nitrogéntartalmu heterociklusok koziil a piridin, pirimidin és pirazin szdrmazékok
egyszeru szubsztitudlhatosaguk és nagy elektrofilitasuk miatt jo rekonjugaloszerek lehetnek.
10.11 Matos és kollégai a vinil- és alkinilpiridin nitrogénjét kvaternizaltdk, és ennek a hatasat
vizsgaltdk a cisztein szelektiv fehérje- és antitestmodositas sebességére (25. dbra).*?
Szamitasos kémiai moddszerekkel kivalasztottak a kiilonboz6 piridinszarmazékok koziil a
leggyorsabb nukleofil addiciés reakciot addo molekulakat. A 67 és 69 piridin szdrmazékok a
tiolok felé enyhe reaktivitassal rendelkeztek, de kvaternerezett analogjaik 10°-szer reaktivabbak
voltak (68 és 70).

() . (ol
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25. abra: Matos és munkatadrsai altal vizsgalt vegyiiletek

Ezt kovetéen kisérleti ton is megvizsgaltak a vegyiiletek tiolreaktivitasat. A
piridinszarmazékokat sztochiometrikus mennyiségli propan-tiollal és propil-aminnal
reagaltattak. A 67 és 69 piridin szarmazékok esetén rendre 62% ¢és 6% volt a konverzi6 24 ora
alatt, a 68 ¢és 70 molekulak pedig 1 ora alatt 99%-os konverziot produkaltak. Propil-aminnal
lassan reagaltak a piridin szdrmazékok (24 ora alatt 6% termék keletkezett). A vizsgalatot N-
acetil-cisztein-amiddal is megismételték és hasonld eredményt kaptak. N-acetil-lizinnel a 68
vegyiilet szintén nagyon lassan reagélt (6% termék 24 o6ra alatt), tehat a cisztein-szelektivitas
igazolodott. Ezutan 68 heterociklust kiilonb6zo fehérjékkel konjugaltak, 1 ora alatt 37 °C-on
95%-ban a megfeleld tioéter addukt keletkezett, a lizinnel pedig nem volt keresztreakcio, a
konjugatum Ellman-reagenssel sem reagalt €s a plazma stabilitas is megfelel6 volt.

Tovabbiakban a nitrogénre egy alkin funkcios csoportot épitettek be és rézkatalizalt
azid-alkin cikloaddicioval MMAE-t kapcsoltak a molekulahoz, amellyel Thiomab antitestet
konjugaéltak. A konjugadtum homogén ¢és stabil volt, illetve megtartotta affinitasat a Her2 pozitiv
sejtek felé. A nitrogéntartalmt heterocikusok kvaternerezésével tehat jelentdsen gyorsithato az

antitestmddositas és mindemelett a konjugatumok megtartjak jo tulajdonségaikat.
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3. Célkituzés

A gyodgyszerek leggyakoribb épitdkovei kozé tartoznak a heterociklusok, amelyeknek
kozel 80%-a nitrogént tartalmaz. Ezek kozott szamos irreverzibilisen, kovalens kotéssel
fehérjékhez kapcsolodd vegyiilet talalhato, ilyenek példaul az ADC-kben talalhatd
rekonjugaloszerek. Alapveto kovetelmény egy 0j rekonjugaldszerrel szemben, hogy megfeleld
sztérikus tulajdonsdgokkal €s reaktivitdssal rendelkezzen, er6s €s tartds kovalens kotést
alakitson ki a célponttal, stabilitast kolcsondézzon a rekonjugalt antitestnek. Az 1j
rekonjugaloszerek fejlesztésének alapotletét gyakran fehérjék kovalens modositasara hasznalt
vegyiiletek képezik.

Kutatocsoportunkban koradbban kiilonb6zd heterociklusos vegylileteket vizsgaltak és
meghataroztak cisztein felé mutatott reaktivitasukat kovalens MurA inhibitorok fejlesztése
céljabol. A kutatds sordn 5 és 6 tagu, elektrofil szubsztituenseket tartalmazo nitrogéntartalmu
heterociklusok stabilitasat, cisztein reaktivitdsat és specifikussagat tanulmanyoztdk. Az
eredmények alapjan a halogénezett piridin, pirimidin és a pirazin szarmazékok alkalmasnak
tlintek rekonjugaloszerek alapvazanak.

Ezen nitrogéntartalam heterociklusok koziil a piridin és a pirimidin szdrmazékait mar
alkalmaztdk rekonjugaldszerként. A pirazint eddig nem irtak le a szakirodalomban ilyen célu
felhasznalasra. A pirazin eldnye, hogy a két nitrogénatom elektronhianyosabba teszi a gytirit,
mint példdul a piridin egy nitrogénje, igy a pirazinszdrmazék konnyebben reagdl nukleofil
reagensekkel. Tovabbi pozitivum, hogy a pirazin szimmetrikus szubsztitudlhatdsagot tesz
lehetdvé, tehat a halogén szubsztituensek feltehetéen azonos reaktivitassal rendelkeznek.

Annak érdekében, hogy a pirazinszarmazék két helyen tudjon kapcsolodni az
antitesthez, egy dibrompirazin szarmazékbol terveztiink kiindulni. Ezt kvaternereztiik, hogy
tovabb gyorsithassuk a rekonjugéciot. Célul tiiztiik ki, hogy a 2,3-, 2,5- és a 2,6-dibrompirazin
koziil a kvaternerezés utdn legjobb rekonjugalasi képességgel rendelkezé molekulat N-
alkinilezve eljussunk 10j rekonjugaloszer jeloltekhez (26. dbra). A pirazin szarmazékok
alkinilcsoportjahoz terveink szerint azid-alkin cikloaddicioval (klikk-reakcio) festéket
kapcsolunk és trasztuzumab antitestet rekonjugalunk veliik. Sikeres modositas esetén a

rekonjugacids 1épést optimalizalasat is terveztiik.
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26. dbra: Uj rekonjugdloszerek tervezett elédllitisa

Elképzeléseink szerint a rekonjugalt antitesteket puffercserét kovetéen SDS-PAGE ¢és
UV/Vis spektroszkopia segitségével vizsgaljuk meg. Ebbdl kideriil a rekonjugacié hatasfoka, a
DAR érték és megallapithatjuk, hogy a teljesen rekonjugalt antitesten kiviil keletkeznek-e
antitest fragmentumok. Végiil &ramlasi citometrias mérésekkel és mikroszkopos vizsgalatokkal

az antitest specifikus antigénfelismerd képességét ellendrizziik.
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4. Eredmények ¢és értékelésiik

4.1. Kozvetlen eldzmények

A rekonjugaloszerek alapvazanak egy dibrémpirazin gytiriit valasztottunk. Ahhoz, hogy
mely helyzetekben szubsztitudlt dibrompirazin a legalkalmasabb szdmunkra, kiilonb6z6
vegyliiletekkel N-metilezéses probareakciokat végeztiink. A 2,3-, a 2,5- és a 2,6-dibrompirazin
(71) alkilezésénél metilezdszerként metil-jodidot (74) hasznaltunk, azonban ez a reakcid tobb
ekvivalens alkilezészer és melegités hatasara egyik vizsgalt vegyiiletnél sem ment végbe (27.

abra).
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21. abra: Dibrompirazinok metilezése metil-jodiddal

Ezért metilezészerként a tovabbiakban metil-triflatot (76) alkalmaztunk (28. dbra). A

reakciok elfogadhato termeléssel jatszodtak le.
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28. abra: Dibrompirazinok metilezése metil-triflattal

Az igy eldallitott dibrompirazinium szarmazékok reaktivitasat GSH vizes oldataval (L-
glutation) vizsgaltuk. A 77a és 77b pirazinium szarmazékok esetében a brom pillanatszeriien
cserélt hidroxilcsoportra, mig a 77Cc pirazinium szarmazék pillanatszertien elreagalt
glutationnal, emellett bomlastermék nem volt detektalhatd. Feltételezésiink szerint a meta
helyzetl, a nitrogénen lokalizalt pozitiv toltéstdl tavolabb elhelyezkedd brom melletti szénen
lagyabb elektrofil centrum talalhatd, ami a szintén lagy nukleofil tiollal fog reagalni a kemény
nukleofil hidroxid helyett. Azt valosziniisitjiik, hogy a kvaternerezett nitrogén melletti

brématomok mar til reaktivak. Igy arra kovetkeztettiink, hogy a 77c pirazinium szarmazék a
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legmegfelelobb a tiol-szubsztituciora. Ezért ezzel a molekulaval in situ rekonjugaltuk a
kutatocsoportban rendelkezésre 4allo trasztuzumab antitestet. A rekonjugicid soran az
antitesthez képest 40 ekvivalens pirazint (77¢) és 20 ekvivalens TCEP-et (6) adtunk az oldathoz.
(6) feleslegét pedig Schumacher és munkatarsai publikacioja alapjan valasztottuk.*4* Ezutan
1 ¢jszakan keresztiil inkubaltuk az oldat egy részét 4 °C-on, masik részét szobahdmérsékleten.
Ezt kovetden puffercserét hajtottunk végre. Erre azért volt sziikség, hogy a konjugatumot meg
tudjuk tisztitani az el nem reagalt rekonjugaloszertdl és redukaldszert6l. Ezzel biztositottuk,
hogy az UV/Vis spektrum felvételénél ezek jelenléte ne befolyasolja a mért abszorbancia
értékeket, és igy ne hamis DAR értéket szamitsunk.

Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy a rekonjugécié végbement-e és hogy esetlegesen
milyen antitest fragmentumok (pl.: félantitest, nehézlanc, konnytilanc...) keletkeztek, SDS-
PAGE vizsgalatot végeztink. Az SDS-PAGE segitségével az antitest konjugatumokat és
fragmentumokat tomegiik szerint tudjuk elvalasztani alland6 &ramerdsség hatasara
poliakrilamid gélben torténd elektroforézissel A nehezebb fehérjelancok lassabban, a
konnyebek gyorsabban haladnak a gélben. Az elektroforézis végén, el6hivas utan a kiilonbozo
tomegli fehérjék kiilonbozé hosszusagu utakat tesznek meg, igy tomegiik szerint elkiiloniilt
savokban jelennek meg. A savok helye az alkalmazott referencia fehérjeeleggyel Osszevetve
felvilagositast ad az egyes savok tomegérdl. A fent emlitett rekonjugalas soran, SDS-PAGE ¢és
ennek denzitometrias értékelése alapjan 1 éjszaka alatt szobahémérsékleten 97% teljesen
rekonjugalt antitest keletkezett, mig ez a szam 4 °C-on csak 91% volt. A denzitometrias
kiértékeléseket Image] programmal végeztem, a géllap szkennelése alapjan kapott gorbe
csucsalatti teriileteinek integralasaval.*!

Az 10j rekonjugaloszer fejlesztésének elso 1épéseit 0sszefoglalva tehat a GSH aktivitas
vizsgalat és a rekonjugécio bizonyitottak, hogy a harom dibromvegyiilet koziil a 3,5-dibrém-1-

metilpirazin-1-ium-triflat (77c) alkalmas rekonjugaloszer.

4.2. A rekonjugaloszerek eldallitasa

A rekonjugaciot kovetéen a 2,6-dibrompirazint (71c) terveztiik propargilezni, hogy
késébb Klikk-reakcioban alkalmazhassuk fluoreszcens festékmolekula kapcsolasara. Ehhez
sziikséges volt egy alkinil funkcios csoport jelenléte a molekulaban, azonban ennek a beépitése

tobb propargilez6 reagens hasznalataval sem sikertiilt (29. abra).
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29. dbra: A 78 pirazinium szarmazék eléallitasdra tett kisérletek

A felhasznalt alkilezOszerek elérhetdek voltak a laboratéoriumunkban. Elséként
propargil-bromiddal probaltuk N-alkilezni a pirazin gyiriit. A reakcié azonban tobbféle bazis
¢és Nal hozzaadasa esetén sem eredményezett terméket. Ezutan prop-2-inil-triflatot hasznaltunk
alkilezoszerként, de ez a reakcidut sem volt sikeres.

A propargil csoporttal valo alkilezés sikertelensége miatt masik alkinszarmazékot
kerestiink. Arra gondoltunk, hogy egy hosszabb lancot valasztunk, ahol az alkilezd csoport és
az alkinilcsoport tavolabb helyezkedik el egymastol. gy a 2,6-dibrémpirazinhoz butinil csoport
kapcsolasat végeztem el. A reakcidt az alkilezdszer eldallitasaval kezdtem, melynek sordn but-
3-in-1-ol (79) és trifluormetanszulfonsav-anhidrid (80) reakciojaban 81 szulfonatot
szintetizaltam, majd ezt beparlas utan a 2,6-dibrompirazin (71c) acetonitriles oldatdhoz adtam
(30. dbra). A nyersterméket forditott fazisu oszlopkromatografiaval tisztitottam, és dietil-
¢éterrel kristalyositottam. Az els6 reakcio teljes konverzidval jatszodott le 3 ora alatt -50 °C-on
natrium-karbonat jelenlétében. A masodik 1épés utan pedig 1 éjszaka elteltével 69%-0s

termeléssel sikertilt izolalnom 82 rekonjugaloszert trifluormetanszulfonat soként.
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30. dbra: A 3,5-dibrém-N-but-3-in-1-il-pirazin-1-ium-¢rifldt (tovabbiakban BuPi, 82)
eloallitasa

Az N-butinilezéssel parhuzamosan megkiséreltem N-pentinilezni is a pirazingytriit. A
reakcio a 30. abran lathato szintézissel analog, a kiilonbség csupan a szénlanc hossza. Az eljaras
azonban a fent leirt modszerrel csak 36%-os termelést szolgaltatott. Ennek a vegytiletnek az
eldallitasara nem végeztem tobb reakciot, rekonjugaldszerként vald alkalmazas esetén az egy
szénatomos lanchosszbeli kiilonbség feltehetéen nem okoz Iényeges kiillonbséget.

Egy olyan rekonjugaloszer szintézisét is terveztem megvalositani, amelynél a
késdbbiekben a fluoroférhoz vald azid-alkin cikloaddicid soran nem sziikséges réz katalizis.
Ennek alapvazaul is a 2,6-dibrompirazint (71c), alkinként pedig egy ciklooktinil-szarmazékot
(86) valasztottam. A  szintézis els6 1épésében  3-brompropan-1l-olbol  (83) és
trifluormetanszulfonsav-anhidridbol (80) az alkilezdszert, a 3-brompropil-
trifluormetanszulfonatot (84) allitottam el6. Majd a reakcidelegy beparlasa utan ezt hozzaadtam
a 2,6-dibrompirazin (71c) MeCN-es oldatahoz. Igy a 85 pirazin szarmazékhoz jutottam, amit
beparlassal, etanolos és diizopropil-éteres atkristalyositassal izolaltam. Ezt a ciklooktinil-

aminnal (86) alkilezve alacsony termeléssel (24%) kaptam a terméket (87) (31. abra).
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31. dbra: A 87 pirazinium szdarmazék eléallitisa

A feldolgozas 6vatos beparlasbol, illetve preparativ HPLC-vel vald tisztitasbol allt,
ezutan liofilizaltuk a megfeleld frakcidkat. Az dvatos beparlasra €s a liofilizalasra azért volt
sziikség, mert a termék konnyen bomlik. Az alacsony termelés oka lehet egyrészt a szabad
ciklooktinil-amin kismértékii stabilitasa, amit jelez, hogy a reagenst -20 °C-on kell tarolni.
Tovabba az HPLC-MS mérés azt mutatta, hogy a reakcio végén a konverzi6 teljes volt, de a
feldolgozas soran jelentds veszteség 1épett fel. Ez is azzal volt magyarazhatd, hogy a termék
nem stabil. Ugyanakkor elonye lehet a hosszabb PEG lanc, mint tavtart6 jelenléte, illetve a
ciklooktinil gytirli, ami segédanyagmentes klikk-reakciot tenne Ilehetové. Ezzel a
rekonjugaldszerrel a jovoben terveziink biologiai vizsgalatokat végezni.

Az egyes reakciokat HPLC-MS segitségével kovettem, a termékeket pedig tH és °C
NMR alapjan azonositottam. Az 1j, irodalomban eddig nem ismert vegyiiletek esetében

olvadaspont ¢és HRMS méréseket végeztiink el.

4.3. 3,5-Dibrém-N-but-3-in-1-il-pirazin-1-ium-triflat (82, BuPi) tiol-reaktivitas és
stabilitas vizsgéalata

Kutatocsoportunkban korabban sikeresen kidolgoztunk egy eljarast kismolekulak
stabilitdsanak és tiol-reaktivitasanak vizsgalatara GSH jelenlétében.** Modellvegyiiletnek az L-

glutationt valasztottuk, mert jol oldodik vizben és a tiolcsoportot tartalmazd oldallanc két
39



Eredmények ¢és értékelésiik

peptid-kotés kozott talalhato. Igy elektronikus tulajdonsagai nagyon hasonléak az antitestek
ciszteinjeihez. Ez a GSH- ¢s stabilitasi teszt megmutatja a probavegyiilet reakciosebességi
egyiitthatdjat és a felezési idejét, igy lehetdséget ad arra, hogy meghatarozzuk a BuPi (82) tiol-
reaktivitasat és stabilitasat a vizes pufferes kdzegben. A méréseket és értékelésiiket Dr. Petri
Laszlo6 végezte.

A GSH vizsgalat soran pszeudo-elsérendi kinetikat biztositottunk a GSH nagy (20-
szoros) feleslegével. A bimolekularis reakcié amugy masodrendli kinetikat kovetne, de a
pszeudo-elsérendii kinetika értékelése egyszeriibb, ezért kézenfekvo volt ezt valasztani. Az L-
glutationt nemcsak a kinetika rendiisége, hanem a beldle képz6dé GSH dimer és az oxidacios
mellékreakciok zavard hatdsanak kikiiszobolése miatt is érdemes feleslegben alkalmazni.

A mérés soran a GSH és a BuPi (82) elegyitése utan el6szor percenként majd 6ranként
HPLC-MS segitségével analizaltuk a mintakat (reaktivitasi assay). A rekonjugaldszert L-
glutation nélkiil, csak vizes pufferes (BBS) kozegben is vizsgaltuk, oranként végzett
mérésekkel (vizes stabilitasi assay). A sebességi egyiitthato (k) a pszeudo-elsérendii
reakciokinetikai egyenlet alapjan szamolhato:

n@ =—k-t
[BuPi],
vagyis az HPLC-MS kromatogram csucs alatti teriileteinek integralasa alapjan kapott
maradékarany logaritmusanak az iddbeli valtozasara illesztett egyenes meredekségének a
negativjaként. Az egyenletben [BuPi] az adott iddpillanatban vett rekonjugaldszer
koncentracio, a [BuPi]o a kezdeti rekonjugaloszer koncentracio, t pedig az eltelt id6.

A GSH nélkiili mérésre azért is volt sziikség, mert a GSH-BuPi reakciot csak viz
jelenlétében tudtuk megvaldsitani és igy egy bruttd (hidrolizis és GSH-BuPi reakcio)
reakciosebességi egylitthatot kaptunk. Mivel a pszeudo-elsérendii kinetika altal linearis
egyenesekhez jutottunk és a két mérés eredményei altal meghatarozott egyenesekre jellemz6 az
additivitas, ezért a bruttd egyenes és a hidrolizis egyenesének kiilonbségébdl megkaptuk a
BuPi-GSH reakcidé altal meghatarozott kinetikai Osszefliggést a diagramon. Ennek
meredekségének meghatarozasaval pedig a keresett rekonjugaloszer-GSH reakcid
reakcidsebességi egylitthatdjahoz jutottunk.

A stabilitast a felezési idével (t12) jellemeztiik. Ezt a kdvetkezd egyenlettel hataroztuk
meg:

In2
2=
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A reaktivitasi assay soran azt tapasztaltuk, hogy a BuPi (82) vizes kozegben
pillanatszeriien reagalt a GSH-val, felezési ideje nem volt mérhetd. A vizes stabilitasi assay-bol
pedig az deriilt ki, hogy 7,4-es pH-n a hidroxi-brom szubsztitucio reakcidsebességi egyiitthatoja
0,092 %, igy BuPi (82) felezési ideje 7,55 h. 8,0 pH-n a reakcidsebességi egyiitthatd 0,127 % a

felezési 1d6 pedig 5,5 h. Az eredmények szerint a rekonjugaldszer gyors reakcioban reagal a
GSH-val, vizes kozegben pedig lassabban bomlik, minthogy ezzel szamolni kelljen a
rekonjugalasi reakciok atlagos 1-2 oras ideje alatt. A vizes stabilitasi assay alapjan pH = 8
értéken romlott a stabilitas. Ennek oka, hogy magasabb pH-n tobb hidroxidion van jelen és a
brom, jo tavozd csoport 1évén, hidroxidionra cserél. A felezési id6 és a reakcididd kozott
azonban tObb nagysagrend kiilonbség van. Ebbdl adodik, hogy a kivant reakciout sokkal

gyorsabban jatszodik le, mint a mellékreakciok.

4.4. Trasztuzumab probarekonjugacioja 3,5-dibrom-N-but-3-in-1-il-pirazin-1-

ium-triflattal (82)

Ahhoz, hogy a 82 rekonjugalészer (BuPi) megfeleléen tudja-e athidalni az antitestet,
probareakciot végeztem a kutatocsoportunkban rendelkezésre allo Genentech altal gyartott
trasztuzumabbal. Az antitestbdl borat alapt sooldat (BBS) puffer oldatot (pH = 8) készitettem,
majd 40 ekvivalens BuPi-t (82) adtam hozza 4 °C-on, amit 0,5 oran keresztiil inkubaltam. Az
inkubalés azért volt sziikséges, hogy a rekonjugdloszer molekuldk megfelelden el tudjanak
helyezkedni az antitest koriil és a redukaloszer hozzaadasa soran gyorsan tudjanak reagalni a
tiolcsoportokkal. Ezt kovetden 20 ekvivalens TCEP (6) hozzaadasaval 4 °C-on tovabbi 16 6ran
keresztiil inkubaltam az oldatot. Ez id6 alatt a redukcio és a rekonjugacio lejatszodott. Azért
ezeket a koriilményeket és aranyokat valasztottam, mert a kutatocsoportunkban korabbi
rekonjugaloszereknél ezek voltak az optimalisak, illetve a szakirodalombdl is erre lehetett
kovetkeztetni.#!

Puffercsere utan SDS-PAGE denzitometrias kiértékelése alapjan 95%-ban teljesen
rekonjugalt antitest keletkezett, ezt a 32. dbrdan a TR-rel jelolt sav mutatja (250 kDa sor).
Emellett kis mennyiségben (rendre 3% és 2%) HHL (180 kDa, két nehézlanc és egy konnytilanc
alkotta fragmentum) és HL (95 kDa, félantitest) fragmentumok maradtak az oldatban. Onall6
nehéz- (55 kDa) és konnyiilancok (26 kDa) nem voltak kimutathatoak. Ez az eredmény arra
enged kovetkeztetni, hogy az altalam szintetizalt molekula igen hatékonyan tudja Gijrakapcsolni

az antitest lancait, a nem kivant fragmentumok minimalis keletkezésével.
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kDa L T R Préba
315 ——— ey 4 TR 95%
12858 _ . -:—HHL 39,
Q= ~HH 0%
— 4—\
— — HL 2%
55 ——— §——H 0%
42 ———p
26 —= el 0%
10 —————

32. abra: Probarekonjugaciorol készitett SDS-PAGE. A: protein referencia (létra); B:
trasztuzumab,; C: redukalt trasztuzumab, D: rekonjugalt trasztuzumab. TR: teljesen
rekonjugalt antitest; HHL. két nehézlanc és egy kénnyiilanc, HH: két nehézlanc, HL: egy
nehézlanc és egy konnyiilanc, H: nehézlanc; L: kénnyiilanc

A 32. abran lathato, hogy a 148 kDa tomegii trasztuzumab antitest (B oszlop) a protein
referencia szerint a 250 kDa savban jelent meg €s a géllapon a félantitestig minden sav nagyobb
tomegnél helyezkedik el. Erre pontos magyarazatot nem talaltunk. Eredményeinket azonban
helyesnek tekintjiik, mert a szakirodalomban kozolt szamos publikacidban ugyanez a jelenség

figyelheté meg.*>** Emellett emlitést érdemel, hogy a konny lanc altaldban a szakirodalomban

sem laszik, aminek oka esetleg az lehet, hogy kis mennyisége miatt nehezen detektalhato.

4.5. Molaris abszorpcios koefficiensek meghatarozasa

crer

spektroszkopia segitségével hatdroztam meg. A mért jel, az abszorbancia és a koncentracid
kozott a Lambert-Beer torvény teremti meg a kapcsolatot:
A=¢"l-c

dm3
mol-cm

ahol A a mért abszorbancia [-], € a molaris abszorpcios koefficiens [ ], | az optikai

uthossz [cm] és ¢ a koncentracio [%] Ezalapjan, amennyiben ismerjiik az optikai uthosszt, a
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molaris abszorpcids koefficienst és megmérem az abszorbanciat, akkor az oldat koncentracidja
kiszdmithato.

A molaris abszorpcids koefficiens meghatarozasahoz egy oldatsorozatot hasznaltam fel,
amit BuPi (82) torzsoldatbol készitettem. Ezekr6l az oldatokrdl ezt kovetéen UV/Vis
spektrumot vettem fel, majd meghataroztam a BuPi (82) abszorpciés maximumanak helyét
(330 nm) és ennél a hulldmhossznal leolvastam a kalibrald oldatok abszorbanciajat. A
trasztuzumab abszorpciés maximumdanal (280 nm) kapott értékek pontatlanok (egyenes
illesztésre alkalmatlanok) voltak, ezért 252 nm-nél olvastam le az abszorbanciakat, ahol mar az
adatok lehetdvé tették a pontosabb linearis regressziot és ezaltal a molaris abszorpcids
koefficiens precizebb meghatarozasat. Ezutdn a kapott abszorbancia értékeket az antitest
koncentraci6 fiiggvényében abrazoltam, majd linearis egyenest illesztettem a pontokra ugy,
hogy az egyenes atmenjen az origon. Az egyenes meredekségének értékét 106-nal szorozva
megkaptam a molaris abszorpcios koefficienst.

Az 1. diagramon lathat6 értékekre a fent leirt modon egyenest illesztve megkaptam a

m3

. Mivel az

BuPi (82) molaris abszorpcios koefficiens értékét 330 nm-en, ami 4538

d
mol - cm
illesztett egyenes determinacids egyiitthatoja (R?) 1-hez kozeli érték, ezért az illesztés

umol C, e,
dms3

megfelel6. Ehhez azonban sziikséges volt, hogy a 2,0 és 7,5

tartozo abszorbancia értéket kihagyjam az linearis regressziobol, mert ezek egy kiugrd adatok

voltak.

0,05
0,045
0,04 .
0,035 y = 0,004538x
0,03 - R?2=0,9953
0,025 :
0,02 *

Abszorbancia [-]

0,015
0,01
0,005

0 2 u 6 8 10 12
Koncentracié [umol/dm3]

1. diagram: BuPi (82) molaris abszorpcios kofficiensének meghatarozdsa 330 nm-en
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252 nm-en szintén ugyanigy hataroztam meg a molaris abszorpcios koefficienst, ami

dm?3

3688

mol - cm'
A trasztuzumab molaris abszorpcios koefficiensére 252 nm hulldmhosszon irodalmi

3
am” 45

adatot hasznaltam fel, amely a kovetkez6: 76565 .
mol-cm

A koncentracidkat az elobb meghatarozott koefficiensek segitségével, illetve a mért
abszorbancia értékekkel €s a mérés soran felhasznalt kiivetta fényhtjaval tudtam meghatarozni

az alabbi kétismeretlenes egyenletrendszer megoldaséaval:
252nm __ 52nm | 7, 52nm ., j.
A = egupi L Cpupi + &F L-cr

330nm _ 30nm , g, 30nm , 7,
A = gguPi L-cpupi + 53T' L-cr

crer

crer

kellett meghataroznom az azid-alkin cikloaddici6 és a rekonjugacio utan, ekkor az abszorpcids

maximum helye 552 nm-nél van. A felhasznalt festék molaris abszopcios koefficiensét 252 nm-

3
en és 552 nm-en méréssel allapitottam meg, ami 39657 m:l".lcm ¢s 552 nm hullamhosszon 37456
dm?3
mol - cm’

4.6. Rekonjugicid optimalizalasa
4.6.1. HOmeérseklet optimalizalasa

Annak érdekében, hogy a legjobb DAR értéket és megfelel6 homogenitast érjek el,
megvizsgaltam a hOmérséklet rekonjugacidra gyakorolt hatdsat. A rekonjugalast 4 °C-on,
szobahémérsékleten és 37 °C-on végeztem el in situ modszerrel. Trasztuzumab oldathoz 40
ekvivalens BuPi-t (82) adtam és 0,5 6ran at adott hémérsékleten inkubaltam. A rekonjugaloszer
feleslegét a kutatocsoport mas rekonjugédloszerekkel vald tapasztalatai alapjan és a
szakirodalom alapjan valasztottam®'. Ezt kovetden 20 ekvivalens TCEP-et (6) adtam az
oldathoz, majd a meghatarozott homérsékleten kovettem a reakciot 24 6ran keresztiil. Mintakat
1, 2, 4, 8 és 24 ora elteltével vettem, majd az SDS-PAGE vizsgalatig fagyasztoba helyeztem
ezeket.

Az SDS-PAGE alapjan az Osszes vizsgalt hOmérsékleten teljesen végbement a

rekonjugacid. A 33. dbran lathatd, hogy minden oszlopban kozel azonos magassagban vannak
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a mintak a trasztuzumabbal (T), tehat a tomegiik azonosnak tekinthet6. Ez azért lehetséges,
mert a rekonjugaloszer tomege elhanyagolhatd az antitestéhez képest, ugyanis a vizsgalt

mérettartomanyban nem jelenik meg ilyen kis kiilonbség.

L T R 1 2 4 8 24 1 2 4 8241 2 4 8 24 ora
"'- - —TR
.-

Lo g

g

-

0 49 43 73 52 38 44 4537 42504738 45 50 DAR

4°C szobahomérséklet 375C

33. abra: Homérséklet optimalizalasarol készitett SDS PAGE gél. L: protein referencia
(létra); T: trasztuzumab; R: redukalt trasztuzumab,; 1-24 ora mintadk kiilonbozo
homérsékleteken

Az SDS-PAGE géllap denzitometrids értékelését a 2. rablazat szemlélteti. Lathato, hogy
csak teljesen rekonjugalt antitestek képzddtek mindharom hémérsékleten, fragmentumok

keletkezése nem volt kimutathato.

4°C, RT 37 °C

100 0
100 0 0 0 0
100 0 0 0 0
100 0 0 0 0
4 h 100 0 0 0 0

2. tabldzat: A hémérséklet hatdsa az antitest rekonjugdciora

A mintak DAR értékét is meghataroztam a 4.5. fejezetben leirt moédon. Eldszor
megmértem az oldatok abszorbancidjat 252 és 330 nm-en, majd a mar meghatarozott molaris
abszorpcids koefficiensekkel és az adott kiivetta vastagsiggal megoldottam az alabbi
kétismeretlenes egyenletrendszert:

Azsonm = €252mmpupi L Cupi t E252nmr L Cr
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Azz0nm = €330 nmBupi " 1" Coupi + €330 nmr L C1
gy megkaptam a cpyp; és a cp értékét. Ebbél a DAR szamitasa a kovetkezd egyenlettel
tortént:

Cpupi
Cr

DAR =

Az eredményeket a 2. diagramon szemléltetem. Az UV/Vis spektrumokat Thermo
Scientific NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer késziiléken vettem fel. Ezzel a késziilékkel a
DAR értékek pontatlannak bizonyultak. (A 2. diagramon példaul DAR =4 helyett 6-0t kaptam.)
A pontosabb meghatarozas miatt tomegspektrométer (MS) segitségével is jellemeztiik a
mintdkat. Ez alapjan a mért DAR értékeket valdjaban 2/3-dal kell szorozni, hogy valds
eredményt kapjunk. Ennek igazolasara egy kalibracios gorbét készitettem, melynek egyenlete
y=0,6885x (R?=0,9972). Tehat az dsszes diagramon igy abrazoltam az adatokat, hogy 2/3-dal

szoroztam az pontatlan késziilékkel kapott adatokat.

°
° e ORT

DAR
Jey

4°C
37°C

t [h]

2. diagram: Homeérséklet hatdasa a DAR értékre

A 2. diagramral leolvashatd, hogy 4 °C-on nem kaptam optimalis eredményt (a DAR
altalaban valamivel 4 koriil szor). Magasabb hémérsékleten, 37 °C-on mar a DAR =4 és 5
kozotti, de a szobahdmérsékleten kapott adatok jobban megkozelitik a 4-es értéket.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy szobahdmérsékleten a legkisebb a szoras az
optimalis DAR koriil, ezért ezt valasztottam optimalis hdmérsékletnek, raadasul a modszer
elénye lehet igy, hogy ennek eléréséhez nem sziikséges kiilsé beavatkozas, hOmérséklet

szabalyozas.
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4.6.2. Rekonjugaloszer feleslegének optimalizalasa

A DAR ¢értéket és a homogenitast meghatarozd masik fontos paraméter a
rekonjugaldszer feleslege az antitesthez képest. A rekonjugéaciokat eddig 40 ekvivalens
rekonjugaldszer felesleggel végeztem. A szakirodalomban ennél kisebb felesleget is szokas
alkalmazni, tehat megvizsgaltam 5, 10, 20 ekvivalens BuPi (82) hozzaadasat és a reakciot fél
oran at szobahémérsékleten inkubaltam. Ezt kovetéen 20 ekvivalens TCEP-et (6) adtam az
oldatokhoz, és negyed, fél, haromnegyed, 1, 2, 4 és 8 6ra utan vettem mintat. A rekonjugaciot
8 ora utan mar nem kovettem, mert az ez 1d6 alatt Osszegytlt adatokbdl is egyértelmiien
meghatarozhat6 volt az optimalis rekonjugaloszer felesleg. Puffercsere utain SDS-PAGE-el

hataroztam meg a rekonjugacié mértékét, a 34. abran a 2 6ranal vett mintékat tiintettem fel.

L R 5 10 20 40

T

34. abra: Rekonjugaloszer felesleg optimalizalas SDS-PAGE. L: protein referencia (létra); T
trasztuzumab; R: redukalt trasztuzumab; 5: 5 ekv. 2 h minta; 10: 10 ekv. 2 h minta; 20: 20
ekv. 2 h minta; 40: 40 ekv. 2 h minta

A 34. dbran szereplé SDS-PAGE denzitometrids kiértékelésének részlete a 3.
tablazatban lathatd. Ezalapjan két ora rekonjugacio utan ezeknél az aranyoknal jelent6s volt a
nem teljesen rekonjugalt antitest fragmentumok képzddése. Tiz ekvivalens esetén minddssze
40%-ban képzddott rekonjugalt antitest €s a minta majd harmada félantitestet (HL) tartalmazott.

A felesleget 20 ekvivalensre novelve két ora elteltével tovabbra is csak 65% teljesen rekonjugalt
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antitest keletkezett és sok HHL képzoédott. A 34. dbrdan lathatdé SDS-PAGE alapjan 40
ekvivalens rekonjugaldszerrel azonban maximalisan végbemegy az ujrakapcsolas. Emiatt nem

valtoztattam a kezdetben is valasztott 40 ekvivalens feleslegen.

I N
34% 40% 65%
6% 9% 20%
7% 4% 4%
37% 28% 3%
16% 19% 8%

3. tablazat: SDS-PAGE denzitometrias kiértéekelése 2 orandl kiilonbozo ekvivalenseknél

UV/Vis spektroszkopia segitségével a DAR értékeket is meghataroztam (a 4.6.1.
fejezetben leirtak szerint) az id6 fliggvényében (3. diagram). A DAR érték 40 ekvivalens
rekonjugaldszer feleslegnél (a 4.6.1. fejezetben 1évo rekonjugacié alapjan) érte el az optimalis
négyet. Husz ekvivalens esetén is csak DAR = 2,9 volt a legmagasabb érték. A rekonjugacio
iddintervallumat tekintve 2 ora volt az optimalis. Szintén leolvashat6 a diagramrol, hogy ezalatt
40 ekvivalens esetén még 4 alatti a DAR, 2 6ra utan pedig mar nem né szignifikansan az értéke.
Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a rekonjugéloszer feleslegének novelésétdl a DAR

érték nagyobb lesz, ezért helytalld a 40 ekvivalens rekonjugaloszer optimalisnak valasztasa.

5
4,5 % 3
4 b 4
b 4
3,5 x"x
— 3 .
L 5 ekv.
e 2,5 *
= ¢ ¢ 10 ekv.
2 * TS
e o 20 ekv.
1,5
%40 ekv.
1
0,5
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
t [h]

3. diagram: Rekonjugaloszer felesleg hatdsa a DAR értékre
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4.6.3. pH érték optimalizalasa

Az optimalizalas soran vizsgalt pH értékek: 7,4; 8,0; és 8,6 voltak, ugyanis a pH = 8
érték mellett gyakran szoktak pH = 8,6-ot is hasznalni, tovabba az ugyanilyen mértékben
savasabb pH értéket is vizsgaltam. Szobahdmérsékleten 40 ekvivalens rekonjugaldszert adtam
az antitest oldathoz, majd fél 6ran keresztiil inkubaltam. Ezt kovetéen 20 ekvivalens TCEP-et
(6) pipettaztam hozza, majd tovabbi 8 6ran at kovettem a reakciot. Mintakat 1, 2, 4, és 8 ora
elteltével vettem. Puffercsere utan UV/Vis spektroszkdpia segitségével meghataroztam a DAR
értékeket (a 4.6.1. fejezetben leirtak szerint), amelyek eredményei a 4. diagramon lathatoak. A
diagramrol leolvashato, hogy a legjobb DAR = 3,8 értéket pH = 8 esetén értem el. Alacsonyabb,
illetve magasabb pH-n 2-3 koriil volt a DAR.

4,5 °

35

2,5 ® pH=8

DAR [-]

2 pH=7,4

1,5 pH=8,6

0,5

0 1 2 3 4 5 6 7 8
1d6 [h]

4. diagram: pH hatasa a DAR értékre

Ezzel parhuzamosan SDS-PAGE-el is megvizsgaltam a konjugatumokat pH = 7,4 és 8,6
értékeken. (Mivel minden mas rekonjugaciot pH = 8 értéken végeztem, ezért ezt itt kiilon nem
vizsgaltam.) Az eredményeket a 35. dbran szemléltetem. Lathatd, hogy mindkét vizsgalt pH
értéken minden idépontban jelentés mennyiségben keletkeztek félantitest fragmentumok. Az
eredmények és az eddigi 8-as pH értéken végzett rekonjugélasok alapjan optimalisnak a pH =
8 értéket valasztottam, mert ezen a pH értéken a legkisebb a nem teljesen rekonjugalt antitest

fragmentumok keletkezésének mértéke.
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L T R 8,0 8,6

35. abra: SDS-PAGE a pH optimalizalasrdl (pH 7,4 és 8,6). L: protein referencia (létra); T:
trasztuzumab; R: redukalt trasztuzumab, 7,4: 2 h minta pH = 7,4, 8,0: 2 h minta pH = 8,0;
8,6: 2 h minta pH = 8,6

4.7. Szelektivitasvizsgalat

A rekonjugaldszer igen fontos tulajdonsaga a szelektivitas. A pirazinszarmazéknak csak
az antitest lanckozi diszulfid hidjaibol felszabadulé tiolcsoportokhoz szabad kapcsoldodnia.
Egyéb aminosavakhoz, példaul lizinhez egyaltalan nem, vagy csak elhanyagolhaté mértékben
kotédhet. Ennek igazolésara szelektivitas vizsgalatot végeztem. Ez ugy tortént, hogy a
trasztuzumab oldathoz szobahdmérsékleten hozzaadtam a rekonjugaldszer vizes oldatat, majd
2 oOréan keresztiil inkubaltam szintén szobahdmérsékleten. Mivel nem adtam redukaldszert a
rendszerhez, ezért szabad tiolok nem voltak az antitesten, csak egyéb nukleofil aminosavakkal
reagalhatna a rekonjugéloszer.

Puffercsere utan UV/Vis spektrumot vettem fel, 252 és 330 nm-nél meghataroztam az
abszobancia értékeket. A 36. dbran lathatdo spektrumon a 330 nm-nél vett elnyelést
elhanyagoltam, mert az itt abszorbanciat okozd zaj az egész spektrumra kiterjed. Olyan
részeken is emelkedett kissé az abszorbancia, ahol mar nem lehet semmilyen fényelnyelés, igy

a korrigalt alapvonalat pirossal jeloltem.
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36. abra: Szelektivitds vizsgalat UV/Vis spektruma (NanoDrop késziilék képernydképe)

A 252 nm-nél jelentkezo csucs az antitest elnyelése. Egy tiszta antitest oldat spektrumat

a 37. abran tintettem fel, ahol lathato, hogy az antitest nem nyel el 310 nm felett.
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37. abra: Tiszta antitest oldat UV/Vis spektruma (NanoDrop késziilék képernydképe)

Ebbdl levonhato a kovetkeztetés, hogy az antitesthez nem kapcsoldodott rekonjugaldszer,

igazoltuk, hogy amennyiben a lanckdzi diszulfidok nem redukalddtak, a BuPi (82) nem talal
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megfeleld reakcidpartnert az antitesten. Amennyiben a BuPi (82) nem lenne cisztein szelektiv,
hanem példaul lizinhez is kotddne, ez esetben redukéloszer nélkiil is végbement volna a

kapcsolodas.

4.8. A konjugatum GSH stabilitasa

Az antitest-BuPi konjugatum intaktsagat GSH modellvegyiilettel vizsgaltuk. Ezt az
indokolta, hogy a konjugatum az emberi szervezetbe keriilve GSH-val talalkozhat, és fennall
annak a veszélye, hogy a szabad tiolcsoportok reakcioba 1épnek a rekonjugalt diszulfidhidakkal.
A kisérlet soran trasztuzumab oldathoz 40 ekvivalens rekonjugaldszert adtam, majd fél 6ran
keresztiil inkubaltam az oldatot. Ezt kovetéen 20 ekvivalens TCEP-et (6) pipettaztam hozza,
majd tovabbi 2 6ran keresztiil inkubaltam. Az oldatot puffercserével tisztitottam.

Az igy eldallitott kunjugatumokhoz irodalmi modszer alapjan GSH-t adtam (40%) és
37 °C-on inkubaltam. 1, 2, 4 és 24 6ra elteltével mintakat vettem, majd SDS-PAGE segitségével
vizsgaltam Oket.*® A 38. dbran 1athatd, hogy 24 ora elteltével is stabil maradt a konjugatum,

hiszen foként teljesen rekonjugalt antitest 1athat6 az 4. szdmu oszlopban is.

R 1 2 3 4

T
— ou

g1l r

38. dbra: GSH stabilitas vizsgalat eredménye SDS-PAGE-el. L: protein referencia (létra); T:
trasztuzumab; R: redukalt trasztuzumab;1.: 1 hminta; 2.: 2 h minta; 3.: 4 hminta; 4.: 24 h
minta

Az SDS-PAGE denzitometrias eredményeit értékelve (4. tablazat) azt a kovetkeztetést

vontuk le, hogy 4 éran keresztiil teljesen stabil maradt a konjugatum. Ezen feliil 24 ora elteltével
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is a teljesen rekonjugalt antitestek négy6tode megmaradt. A négyoras stabilitas pedig elegendd,
mivel jellemzden ennyi id6 alatt mar el tud jutni az antitest a célsejtekhez és ott az antigénhez

kotddés utan internalizalddik.

| L oh [ 1h | 2h | 4h | 24h
93 91 92 92 82
2 3 3 4 9
4 5 4 2 5
HL (%) 1 1 1 2 4

H+L (%) [0 0 0 0 0

4. tablazat: SDS-PAGE denzitometrids értékelése a GSH stabilitas vizsgalatrol

4.9. Terminalis azid-alkin [3+2] cikloaddicio

A réz-katalizalt azid-alkin 1,3-dipolaris cikloaddici6 a klikk reakciok egyik
legnépszeriibb fajtaja. 1961-ben Huisgen figyelte meg, hogy termikus aktivalas hatasara az
azidok ¢és az alkinek kozott rekcio megy végbe, amelyben 1,2,3-triazolok regioizomerjei
képzddnek.*” Sharpless és Meldal 2002-ben mutattdk be, hogy Cu(l) ionok jelenlétében a
reakcio sokkal gyorsabb, nagyobb termelést eredményez és regioszelektiv is, hiszen csak 1,4-
szubsztitualt triazol képzodik.*84°

Ez a klikk reakcio azért olyan kedvelt, mert enyhe reakciokoriillmények mellett, kemo-
¢és regioszelektiven, jo termeléssel, melléktermék képzddése nélkiil jatszodik le. Nem érzékeny
levegdre és vizre sem, széles pH tartomanyban alkalmazhato és RT-en is lejatszodik.>® A

reakcio altalanos sémaja és az altalam hasznalt vegyiiletek képlete a 39. dbrdn lathato.
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39. dbra: Rézkatalizalt azid-alkin cikloaddicié mechanizmusa és az alkalmazott vegyiiletek
keplete

Munkam soran prokatalizatorként kristdlyvizes réz-szulfatot hasznaltam. A kapcsolni
kivant azid az 5-karboxitetrametilrodamin-azid, réviden TAMRA (88) fluorofor volt.
Ligandumként trisz-((3-hidroxi-propil-triazolil)-metil)-amint (THPTA, 89) és
redukalédszerként a réz-(1)-ionok eléallitasahoz natrium-aszkorbatot hasznaltam.

Kisérleteim soran a BuPi (82) vizes-, az azid DMSO-s, a THPTA, a natrium-aszkorbat
¢s a réz-szulfat vizes oldatdt mértem Ossze. A reakcid 1 ¢éjszaka alatt jatszodott le 76%-0s
konverzioval. A terméket nem izolaltam, a konverziot HPLC-MS alapjan szamitottam. Ezutan
ezt az elegyet adtam az antitesthez, és a benne talalhato 6sszekapcsolt termékkel (90) végeztem

el a rekonjugaciot (40.A dabra).
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A,

| | 1. 1épés
N& o N CuSO, - 5H,0
Br N\ Br ® \ O natrium-aszkorbat
\[ca/j/ THPTA
N_ o + Soc
TfO O BBS puffer
RT, 12 h

| | o N/\/\/\/N3 konverzid: 76%

H
82 88 90
2. lépés
a\Y / 4 90 \* */
TCEP 1
BBS puffer
RT, 12 h
91
B, 2. lépés
1. ':;’es CuS0,-5 H,0
natrium-aszkorbat
W\~ TCEP \"/ " \‘/ THPTA, 88 \*é e *‘:/
BBS puffer BBS puf'fer
i o RT e
puffercsere puffercsere
92 91

40. abra: (A) Klikk reakcio, majd rekonjugacio, (B) Rekonjugacio, majd klikk reakcio

Az igy kapott konjugatumnak felvettem az UV/Vis spektrumat, és meghatdroztam a
FAR értékét. Ezzel a modszerrel FAR = 2 értéket sikertilt elérnem.

Olyan klikk reakciot is megvalositottam, amelynél nem az els6 1épés volt a 82 alkin és
a 88 azid cikoaddicidja, hanem eldszor a rekonjugacids 1épést hajtottam végre, majd a
rekonjugaloszer-antitest konjugatumhoz (92) adtam hozza a klikk reakcié reagenseit (40.b
abra). Ezzel a modszerrel is 2-es FAR értéket sikeriilt elérnem. Az alacsony FAR érték
megoldéasara kutatécsoportunkban szdmos otlet sziiletett, melyek kozott az egyik, hogy egy
olyan festékkel tervezziik a klikk reakciokat, amely hosszabb linkerrel rendelkezik, mint a
TAMRA azid. Az otlet forrdsa, hogy mivel a reakciok nagy részénél a 2-es FAR-t sikertilt
elérniink, ezért valoszinlileg csak a két konnyti- és nehézlanc kozotti lanckdzi diszulfid kotés
koz¢é illeszkedett be a festék, mivel ez nagy eséllyel sztérikusan konnyebben hozzaférhets. A
két nehézlanc kozé valdszinlileg a rovid oldallanccal rendelkez6 TAMRA nem fért oda, ami

miatt nem addicionalddott a rekonjugaloszerhez.
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4.10. Aramlasi citometria (FACS) és mikroszkopos felvételek

A FACS (fluorescence activated cell sorter) az aramlasi citometria egyik tipusa, amely
a sejteket egyszerre tobb paraméteriik, pl.: fluoreszcenciajuk mértéke alapjan képes
szétvalogatni és kvantitativan jellemezni dket.

Az altalunk rekonjugalt antitestekkel Dr. Varadi Gyorgy és Miiller Dalma kiilonféle
sejteken végeztek FACS vizsgalatot, amibdl arra kovetkeztethettiink, hogy mennyi sejtet tudott
jelolni az antitest konjugatum. A mérés az SKBR3 (Her2+) és MCF7 (Her2-) sejtvonalakon
tortént. A 41. dbran a mérés eredményét szemléltetem, amelyen az lathato, hogy a TAMRA
azid-antitest konjugatummal jelolt pozitiva SKBR3  sejtpopulacio  fluoreszcencija
szignifikansan, tobb nagysagrenddel nagyobb, mint a sejtek alapjele, illetve a konjugatummal
kezelt negativ MCF7 sejteké. Ez azt jelenti, hogy csak ezekhez a sejtekhez kapcsolodott a
fluorofér. A tobbi sejt nagysagrendekkel kisebb fluoreszcenciat mutatott, tehat ezekhez nem
kapcsolodott az altalam eldallitott konjugatum.

100

91+ SKBR3 (Her2 pozitiv sejtvonal)
91+ MCF7 (Her2 negativ sejtvonal)
SKBR3 (Her2 pozitiv sejtvonal)
MCF7 (Her2 negativ sejtvonal)

-
o

0000

50

25

Normalizalt esetszam

102 10° 104 108
Fluoreszcencia intenzitas (a.u.)

41. abra: Fluoroforral rekonjugalt antitestek FACS vizsgalatanak eredménye

A fluorofér-antitest konjugatummal kezelt sejteket konfokalis mikroszkoppal is
megvizsgaltak. Ennek sordn a SKOV3 Her2+ sejteket a rekonjugalt trasztuzumabbal jelolték,
sejtfelszini klikk reakciot végeztek el, majd mosasi és fixalasi 1épések utan készitettek réluk
felvételeket a mikroszkoppal (42. dbra). Az A felvételen 4',6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI)
jelolt sejtmagok lathatoak. A B képen a TAMRA azid sejtek koriil dusuld piros szine jelzi a
sejtfelszinhez vald kotddéstét az antitest konjugatumnak, ahol az antigének is talalhatoak. Az

abra C részén pedig az A és B kép egyesitett felvétele 1athato. A felvételek bizonyitjak, hogy a
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Her2+ sejteket a konjugatum megfelelden jelolte. Tehat igazolhatd, hogy a trasztuzumab a

rekonjugacid utdn is megtartotta szelektiv antigén felismerd képességét.

C,

42. abra: Konfokalis mikroszkopos felvételek. A: DAPI sejtmag festékkel jelolt sejtek (kék)),
B: fluorofor-antitest konjugatumok (piros), C: egyesitett felvétel. A skala 10 mikron.
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5. Kisérleti rész

5.1. Alkalmazott anyagok, késziilékek és vizsgalati modszerek

5.1.1. Alkalmazott anyagok

A felhaszndlt trasztuzumab antitest a Genentech Inc., az alkalmazott vegyszerek a

Sigma-Aldrich, Thermo Fisher és a VWR International vallalatokt6l szarmaznak.
5.1.2. Alkalmazott késziilekek

A folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometriai (HPLC-MS) méréseket
Shimadzu LCMS-2020 tipusu késziilékkel készitettem 50-1000 m/z méréstartomanyban. A
tiol-reaktivitas és stabilitas vizsgalatokat Dr. Petri Laszl6 ugyanezen a késziiléken mérte. A
késziilék Reprospher 100 C18 (5 um; 100x3mm) oszloppal, valamint pozitiv és negativ kettds
ionforrassal (DUIS=) és kvadrupdl MS analizatorral felszerelt. Az alkalmazott gradiens: 100%
vizrdl indulva 2 perc alatt 100% acetonitril, 1 perc 45 masodpercig 100% acetonitrilt tartva,
majd 45 masodperc alatt 100% viz, fél percig 100% vizet tartva (a mérés dsszesen 5 perc).

Az 'H és 13C spektrumokat Varian Unity Inova 500 MHz tipust és Varian Unity Inova
300 MHz tipusu NMR késziiléken mértem TMS bels6 standarddal a megadott olddszerben. A
csatolasi allandokat (J) Hz-ben, a kémiai eltolodasokat (8) ppm-ben rogzitettem.

Az olvadaspont értékeket Jasco SRS OptiMelt késziilékkel mértem meg.

Az molaris abszorpids koefficiensek meghatdrozasdhoz az abszorbancia spektrumokat
Jasco V-750 késziiléken 10 mm-es négyszogletii kvarckiivettaban, 1 nm-es savszélességben,
1nm-enként gytijtott adatokkal, 400 nm/perc felvételi sebességgel 220 és 750 nm kozott vettem
fel. Az antitestrél és az antitest konjugatumokrol késziilt UV/Vis spektrumokat Thermo
Scientific NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer késziiléken és SpectraMax iD5 Multi-Mode
Microplate Reader (Molecular Devices; San Jose, CA) késziiléken abszorbancia modban a
megfeleld hullamhosszokon (252, 280, 552 nm) BBS puffer hattérrel vettem fel.

Az antitest oldatokat Eppendorf Centrifuge 5810 R késziiléken centrifugaltam.

A sejtek fluoreszcencidjat Attune NxT aramlési citométerrel (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) mérték a TTK-EI Onkoldgiai Biomarker Kutatocsoportban. Az
eredményeket Attune NxT Software v3.1.2 szoftverrel értékelték ki. A fluoreszcens jeleket az

egyesével allo sejteken kék lézeres gerjesztéssel (488 nm) a BLI csatornaban (530/30)
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vizsgaltdk. A konfokalis mikroszkopiat a TTK-KPI Osszehasonlitd Pszichofiziologiai
Kutatoécsoportban Zeiss LSM 710 Confocal microscope (Zeiss, Jena, Germany) mikroszkoppal

végeztek.
5.1.3. Alkalmazott vizsgalati modszerek
5.1.3.1. SDS-PAGE

Az SDS-PAGE géllap elkészitéséhez kétfele gélt, egy also- és egy felso gélt ontiink. Az
also- vagy szeparalo gélhez laponként 2 ml 30 m/m%-0s akrilamid-biszakrilamid (19:1) oldat,
2,25 ml 1 mol/dm3-es trisz-(hidroximetil)-amino-metan (Tris) puffer (pH = 8,8), 60 ul 10 m/m%
natrium-dodecil-szulfat (SDS) oldat, 1,68 ml ultratiszta viz, 45 ul telitett kalium-perszulfat-
oldat és 5 pl N,N,N’,N’-tetrametiletdn-1,2-diamin (TEMED) sziikséges, amelyeket egy
f6zOpoharban dsszekeveriink €s iiveglapok kéz¢ ontjiik. Ezt kovetden a gél felszinére izopropil-
alkoholt rétegziink. Az als6 gél polimerizéacidja 1 ora alatt jatszodik le.

A fels6- vagy tomoritdhez gélhez laponként 334 ul 30 m/m%-o0s akrilamid-
biszakrilamid (19:1) oldat, 250 ul 1 mol/dm3-ges trisz-(hidroximetil)-amino-metan (Tris) puffer
(pH = 6,8), 20 pl 10 m/m% natrium-dodecil-szulfat (SDS) oldat, 1,36 ml ultratiszta viz, 20 pl
telitett kalium-perszulfat-oldat és 4 ul N,N,N’,N’-tetrametiletan-1,2-diamin (TEMED)
sziikséges, amelyeket egy f6z6poharban dsszekeverjiik, majd ezt az izopropil-alkohol kiontése
¢s ultratiszta vizes mosas utan az als6 gélre ontjiik. A mintdk helyét egy 1 mm vastag fési
behelyezésével alakitjuk ki. A fels6 gél polimerizacidja 15 percet vesz igénybe.

Ezt kovetden elokészitjiik a mintdkat. Az antitest oldatoknak abszorbancia méréssel
ul mintapuffert (1 g SDS, 3 ml glicerin, 6 ml 0,5 mol/dm?® Tris puffer pH = 6,8, 2 mg R-250
festék) adunk, majd az igy elékészitett mintakat 65 °C-on 5 percig melegitjiik Eppendorf®
ThermoMixer® C segitéségével. Ezt kovetdéen a megkotott gélt a futtaté kadba helyezziik,
melyet feltoltiink futtatod pufferrel (30 g Tris, 144,4 g glicin, 10 g SDS 1000 ml ioncserélt viz,
majd ebbdl 100 ml-t méréhengerben kimériink és 1000 ml-re higitjuk). A mintdkat a fést
eltavolitasa utan betoltjiik a zsebekbe, az elsé zsebbe 5 pl protein referenciat (1étra, ProSieve®
Quadcolor™ Protein Marker, 4,6-300 kDa), a méasodikba 1 pl trasztuzumab referencia oldatot
¢s 5 ul mintapuffert, a harmadikba pedig 25 ul redukalt trasztuzumab oldatot és szintén 5 pl
mintapuffert, a tovabbi zsebekbe pedig az aktualis mintak keriiltek. Ezutan bekapcsoljuk a
stabilizatort (powerPRO 3AMP), melyet konstans aramerdsségre allitunk (200 mA). 30-40 perc
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elteltével a kész gélt kétszer mossuk forrd ioncserélt vizzel, majd Coomassie-festékkel (0,12 g
Coomassie-blue G-250, 0,1 g Coomassie-blue R-250, 500 ml MeOH, 400 ml ioncserélt viz,
100 ml AcOH) festjiik. loncserélt vizes mosast kdvetden 1 éjszaka elteltével lathatova valtak a

gélen a megfestett mintak.
5.1.3.2. SDS-PAGE denzitometrias kiértékelése

A denzitometrias kiértékeléseket szakirodalomban meghatarozott modszerrel végezziik
el.#1 A géllapokat nyomtatd (esetemben HP Deskjet1350) segitségével szkenneljiik 600 dpi
felbontassal tif formatumban. A képeket alapértelmezett fényerd, kontraszt- és gamma
beallitasokkal mentjiik el. A géllapokat ImagelJ alkalmazasaval értékeljiik ki. A hattérkorrekciot
gordiilé paraboloiddal és simitassal érjiik el. A kép tipusanal a 32 bites beallitast valasztjuk ki,
amellyel fekete-fehér képet kapunk.

A vizsgalni kivant minta oszlopat kijel6lés utan Select first lane, majd Plot lanes
parancsokkal analizalva egy gorbét kapunk. A csucsok integralasaval a program kiszamitja a
gorbe alatti teriiletet. Ebbdl az egyes cstcsok szazalékos aranyat ki tudjuk szamitani. A csticsok
azonositasat a protein referencia alapjan tudjuk elvégezni. igy a teljesen rekonjugalt, a HHL,
HH, HL ¢és H+L fragmentumok tomegét ismerve az egyes savokhoz (és csucsokhoz)
hozzarendeljiik a nem teljesen rekonjugalt antitest fragmentum tipusat. A H+L fragmentumok
egylittes meghatarozasanak oka, hogy ezek gyakran nem latszanak a géllapokon megfeleléen
¢s igy az egyiittes meghatarozasuk pontosabb eredményt szolgaltat.

A 43. abran egy tipikusan jo ¢€s rossz rekonjugacio eredményét mutatom be az SDS-
PAGE géllapokon elektroforézis és elhivas utan. Az A képen lathatd, hogy a protein
referencia, a trasztuzumab ¢€s a redukalt trasztuzumab utan kovetkez6 mintak esetében teljesen
rekonjugalt antitestek keletkeztek. A B dbrardl elmondhato, hogy jelentds fragmentacio 1épett

fel, sok HHL, HH, HL és H vagy L fragmentum keletkezett.
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43. abra: (a) jo rekonjugacio, (b) rossz rekonjugacio

5.1.3.3. Moléris abszorpcids koefficiens, DAR és FAR meghatarozasa

A molaris abszorpcios koefficiensek meghatarozasahoz oldatsorozatokat készitiink. Az
oldatok 2,0; 3,5; 5,0; 7,5; 10,0 umol/dm? koncentracidjuak, BBS puffer olddszerrel készitjiik.
felvessziik az abszorbancia spektrumat, majd a 4.6. fejezetben leirtak szerint meghatarozzuk a
molaris abszorpcios koefficiensek értékét.

A DAR meghatiarozasahoz el0szor a megfeleld antitest konjugdtum oldat
abszorbanciajat hatarozzuk meg 252 ¢és 330 nm-en. A DAR szamitasahoz sziikséges
koncentraciokat az adott hullamhosszokon meghatarozott molaris abszorpcids koefficiensek
(BuPi (82) és trasztuzumab (T)) segitségével, illetve a mért abszorbancia értékekkel és a mérés
soran felhasznalt kiivetta fényutjaval tudjuk meghatarozni egy kétismeretlenes
egyenletrendszer megoldasaval. Az 44. dabran egy T-BuPi konjugatum UV/Vis spektruma

lathato, amelyet egy példaszamitasra hasznalok fel.
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44. abra: T-BuPi konjugdtum abszorbancia spektruma (NanoDrop képernydkép)
Az abszorbancia adatokbol a Lambert-Beer torvény segitségével meghatarozhatoak a
koncentraciok:
AZS2NM = ORI | cppy + P2 L cp
AR = B0 L Cpypy + &0 L cp

Behelyettesitve a mért abszorbancia értékeket ¢s a megfeleld molaris abszorpcios

koefficienseket, valamint [ = 0,1 cm:

dm3 3
1,542 = 3368 ———- 0,1 . . +7656,5———-0,1 .
’ ©ol-em ™ Coupi + ol -em T
dm3 dm3
0,316 = 453,8 m ' 0,1 cm - Cpypi + Om ' 0,1 cm - Cr

A kétismeretlenes egyenletrendszert megoldva és a koncentracio értékeket 108-nal

Szorozva.
umol
CBuPi == 696,3 dm3
umol
= 170,5
‘r dm?3
C .
DAR = BuPi
Ccr
DAR = 4,08
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A FAR szamitasa ezzel analog modon torténik. Az 45. dbrdan egy fluorofor-antitest
konjugatum UV/Vis spektruma lathat6. E konjugatum FAR értékének meghatdrozasara a

kovetkezo egyenletrendszert oldottam meg:
Azs2nm = €252 nm,TAMRA * L cramra + €252 nmT * [-cr
Assznm = Essznmramra L Cramra + Essanmr " L Cr

Behelyettesitve a mért abszorbancia értékeket és a megfelelé molaris abszorpcios

koefficienseket, valamint [ = 0,1 cm:

dm3 dm3
0,918 = 39657 m ' 0,1 CM * CTamRA + 76565 m ' 0,1 cm - Cr
0,443 = 37456 —™ 01 cm- crpms 40— 01 cm-cp
’ mol-cm ' mol-cm '

A kétismeretlenes egyenletrendszert megoldva és a koncentricio értékeket 108-nal

szorozva:
umol
=118,3
CTAMRA dm3
umol
= 58,6
‘r dm?3
FAR = CTAMRA
Ccr
118,3 Mol
FAR = ucrinTZl =2,02
°8.6 dmz
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45. dbra: Egy fluorofor-antitest konjugdatum abszorbancia spektruma (NanoDrop

Abszorbancia [-]

képernyokeép)

5.1.3.4. Aramlasi citometria (FACS)

Az aramlasi citometriai mérésekhez az MCF7 (Her2-) és az SKBR3 (Her2+) emlétumor
sejtvonalakat hasznaltak fel, melyeket 10% FBS (EuroClone), 100 egység/ml penicillin, 100
mg/ml sztreptomicin és 0,25 pg/ml amfotericin B (Lonza) tartalmi DMEM (Gibco)
médiumban, 37°C hdémérsékleten, 5% CO: tartalmi nedves levegdt tarold inkubatorban
inkubaltak.

A sejteket 0,25% tripszint tartalmazé oldat (Corning) segitségével gyljtotték Ossze,
majd adagonként 10° nagysagrendnyi sejtet porcioztak ki. A sejteket 30 percig,
higitott) antitesttel inkubaltak. Az ezt koveté mosasokat 500 ul puffer (1% FBS, 0,1% natrium-
azid és 0,5 mM EDTA tartalmi PBS) felhasznalasaval végezték. Az aramlasi citometrial

méréshez 500 pl PBS-t adtak a sejtekhez.

5.1.3.5. Konfokalis mikroszkopia

A T-BuPi konjugatum ¢é16, sejtes kornyezetben vald vizsgalatahoz a TTK-KPI

Osszehasonlito Pszichofiziologiai Kutatocsoportban SKOV3 sejtvonalat hasznaltak. Passzalas
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utan 1 ml szuszpenzalt sejtes médiumot (megkozelitéleg 200000db sejt/ml) 24 ora alatt
fed6lemezre inkubaltak, majd fixaltdk (10 perc 4% paraformaldehid). Az aspecifikus kotddés
megakadalyozasara 4% borji szérum albumin blokkolo oldattal (PBS-ben) kezelték, majd 1
oOran at inkubaltak a sejteket 20ug/ml T-BuPi oldattal (50ul, PBS-ben oldva). A klikk reakciot
egy ¢jszakan at végezték szobahdmérsékleten, 1ml reakcioelegy keriilt a sejtekre: 25uM
TAMRA, 50uM CuSO4, ImM THPTA ¢és 0,01 mM natrium-aszkorbat 6sszetételben. A sejteket
DAPI-t tartalmazo Vectashielddel fedték, majd konfokalis mikroszkoppal készitették el a
képeket(Zeiss LSM 710 Confocal microscope (Zeiss, Jena, Germany)).

5.2. Elvégzett szintézisek leirasa

2,3-;2,5-;2,6-Dibrom-1-metilpirazin-1-ium-trifluormetdnszulfondt (77)

N
Br—[@:}Br

’T‘ Ti0°

Egy lombikba bemériink 5 ml MeCN-t és 104,7 mg 2,3- vagy 2,5- vagy 2,6-
dibrompirazint (71a; 71b; 71c) (0,44 mmol) oldunk fel benne. Hozzaadunk 48 pl metil-
triflurmetanszulfonatot (76) (72,2 g, 0,44 mmol, 1 ekv.) és sotétben 30 percig kevertetjik.
Beparoljuk, majd hozzaadunk haromszor 50 ml MeCN-t és egyszer 50 ml DKM-t és minden
alkalommal Gjra beparoljuk. A nyersterméket 5 ml diizopropil-éterrel eldorzsoljiik, majd jéggel
hitjiik, a kivalt kristalyokat szirjiik és dietil-éterrel mossuk.

77a termelés: 35,0 mg (18%), barna kristaly, op. 70-72 °C (Et20); *H NMR (300 MHz,
DMSO-ds) 6 7,79 (d, J = 4,03 Hz, 1H, ArH), 7,18 (d, J = 4,03 Hz, 1H, ArH), 3,51 (s, 3H, NCH5)
ppm; 3C NMR (75 MHz, DMSO-ds) 132,8 (=CH), 122,3 (=CH), 108,1 (C=), 92,1 (C=), 35,5
(NCH3) ppm. HRMS: [M+H]*mért: 250,8811, szamitott: 250,8813.

77b termelés: 83,6 mg (45%), barna kristaly, op. 119-121 °C (Et0); *H NMR (300
MHz, DMSO-ds) 5 8,11 (s, 1H, ArH), 7,86 (s, 1H, ArH), 3,43 (s, 3H, NCH3) ppm; *C NMR
(DMSO-ds, 75 MHz) 147,5 (=CH), 133,2 (=CH), 113,0 (C=), 90,5 (C=), 36,9 (NCHz) ppm.
HRMS: [M+H] mért: 250,8811, szamitott: 250,8813.

77c termelés: 64,5 mg (34%), vilagosbarna kristaly, op. 189-191 °C (Et,0); *H NMR
(300 MHz, DMSO-ds) & 9,07(s, 2H, ArH), 4,36 (s, 3H, NCH3) ppm; *C NMR (125 MHz,
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MeCN-dz) 6 142,4 (=CH), 140,1 (C=), 49,0 (NCH3) ppm. HRMS: [M+H] mért: 250,8817,
szamitott: 250,8813.

3,5-Dibrém-1-N-but-3-in-1-il-pirazin-1-ium-trifluormetdinszulfondt (82)

Br N Br
\[ \j/
®
NERC)

TfO

Egy tobbnyaktl lombikot ellatunk keverdmaggal, csepegtetd tdlcsérrel, homérdvel,
gazbevezetd csonkkal, illetve buborékszamlaldval. Nitrogén atmoszféra alatt bemériink 0,15 ml
but-3-in-1-olt (79) (0,14 g, 2,0 mmol, 4,0 ekv.), 0,13 g natrium karbonatot (1,30 mmol, 2,6
ekv.) és 40 ml DKM-t, majd -50 °C-ra hiitjiik kevertetés kdzben a lombik tartalmat. Miutan
lehiilt az oldat, belecsepegtetiink 0,42 ml trifluormetanszulfonsav-anhidridet (80) (0,70 g, 2,5
mmol, 5,0 ekv.), majd 3 éran keresztiil kevertetjiik s6tétben és beparoljuk. Egy masik, egynyaku
lombikba bemériink 80 ml MeCN-t és 0,12 g 2,6-dibrompirazint (71c) (0,5 mmol) és
kevertetjiik az oldodas végéig. Ehhez hozzaadjuk a beparolt alkilezészert (81) és 1 éjszakan at
kevertetjiik. A reakcioelegyet szilikagélre paroljuk, majd 5% vizet tartalmaz6 MeCN-nel
atnedvesitett normal fazist szilikagél oszlopon kromatografaljuk. A megfeleld frakciok
Osszeparlasa utan éterrel eldorzsoljiik az anyagot €s lesziirjiik.

Termelés: 0,152 g (69%), sarga kristaly, op. 195-196 °C (Et,0); *H NMR (500 MHz,
MeCN-d3) 6 9,15 (s, 2H, ArH), 4,72 (t, J = 6,71 Hz, 2H, NCH), 3,03-2,98 (m, 2H, CH>), 2,59
(t, J = 3,05 Hz, 1H, HC=) ppm; *C NMR (MeCN-ds, 125 MHz) § 142,8 (=CH), 139,1 (C=),
77,3 (C=), 74,5 (=CH), 60,8 (NCH32), 20,2 (CH2) ppm. HRMS: [M+H]™mért: 288,8966,
szamitott: 288,8970.
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3,5-Dibrom-1-(3-brompropil)-pirazin-1-ium-trifluormetanszulfondt (85)
Br N Br
o)
OF
'\‘H\TfoO

Br

Egy tobbnyakt lombikot ellatunk keverOmaggal, csepegtetotolesérrel, homérdvel és
gazbevezetd csonkkal, illetve buborékszamlaldval. A lombikba bemériink 30 ml DKM-t és -78
°C-ra hitjiik. Feloldunk 5 ml DKM-ban 0,46 ml 3-brompropan-1-olt (83) (0,84 g, 6 mmol, 4,8
ekv.) hozzaadunk 485 pl piridint (6 mmol), majd hozzaadjuk a reakcidelegyhez. A lombikba
0,855 ml trifluormetanszulfonsav-anhidridet (80) (1,43g, 5,1 mmol, 4,0 ekv.) csepegtetiink. A
reakcidelegyet még 5 percen keresztiil -78 °C-on, majd tovabbi 1 o6ran keresztiil 0 °C-on
kevertetjiik.

A reakcioelegyet beparoljuk. Egy lombikba bemériink 100 ml MeCN-t és hozzaadunk
kevertetés kozben 300 mg 2,6-dibrompirazint (71c) (1,26 mmol) és az el6zdleg beparolt
alkilez6szert (84). A lombik tartalmat 1 oran keresztiil kevertetjiik, majd beparoljuk. 5 ml
etanolbol atkristalyositjuk. 10 ml diizopropil-étert adunk hozzé, majd sziirjiik.

Termelés: 0,417 g (65%), fehér kristaly, op. 208-210 °C (‘Pr.0); *H NMR (500 MHz,
MeCN-d3) 6 9,16 (s, 2H, ArH), 4,74 (t, J = 6,71 Hz, 2H, NCHy), 3,58 (t, J = 6,10 Hz, 2H, CH>),
2.66 - 2.58 (m, 2H, CH>) ppm; 3C NMR (MeCN-ds, 125 MHz) § 143,1 (=CH), 139,4 (C=),
61,6 (NCH,), 32,7 (CH2), 59,9 (CH>), 28,2 (CH2) ppm. HRMS: [M+H] mért: 356,8228,
szamitott: 356,8232.

1-(1-((1R,8S,9s)-biciklo[6.1.0]non-4-in-9-il)-3-0x0-2,7,10-trioxa-4,13-diazahexadekdan-16-il)-

3,5-dibrompirazin-1-ium-trifluormetanszulfonat (87)

H O-_""N H
N Ve N0 7 Hoo
)\/N\/\/
Br
Ti0° H /
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Egy lombikba bemériink 40 ml MeCN-t, majd kevertetés kdozben hozzdadunk 66 mg
3,5-dibrém-1-(3-brompropil)-pirazin-1-ium-trifluormetanszulfonatot (85) (0,13 mmol, 1 ekv.)
és 42 mg ((1R,8S,9s)-biciklo[6.1.0]non-4-in-9-il)metil-(2-(2-(2-aminoetoxi)-etoxi)-etil)-
karbamatot (86) (0,13 mmol). Fél oran keresztiil szobahdmérsékleten kevertetjiik. Beparlast
kovetden preparativ HPLC segitségével (MeCN:H20) tisztitjuk a terméket, majd a megfeleld
frakciokat liofilizaljuk.

Termelés: 19 mg (24%), barna kristaly, op. 85-87 °C (MeCN:H20); *H NMR (500 MHz,
CDClg) 6 9,98 (s, 1H, NH), 8,02 (s, 1H, NH), 7,22 (d, J = 3,05 Hz, 2H, ArH), 4,24-4,11 (m,
1H, CH>), 3,85-3,79 (m, 1H, CH>), 3,76-3,47 (m, 8H, CH>), 3,41-3,30 (m, 2H, CH>), 3,29-3,21
(m, 1H, CHy), 3,13-2,89 (m, 2H, CH>), 2,83-2,72 (m, 1H, HC), 2,55-2,34 (m, 1H, HC), 2,29-
2,14 (m, 2H, CHy), 2,05-1,45 (m, 9H, CH>), 1,44-1,28 (m, 2H, CH>), 1,27 (s, 1H, HC) ppm. 3C
NMR (CDCls, 125 MHz) ¢ 143,1 (C=0), 137,3 (2xC=), 128,9 (2x=CH), 93,1 (-C=), 70,2
(2xOCHy), 66,6 (OCHy), 62,9 (OCHy), 62,7 (OCH>), 61,3 (N*CHy), 48,0 (CH), 40,8 (NHCH>),
40,2 (2xCHy), 33,5 (2xCHy), 30,7 (2xCH) ppm. HRMS: [M+H] mért: 601,1017, szamitott:
601,1019.

5.3. Kémiai biologiai rész

A BBS puffer (25 mM bérax, 25 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 2% DMSO) pH értéke mindig 8,0.

Amennyiben ettd] eltérd a pH érték, azt a BBS puffer neve mogott tiintetem fel.
5.3.1. Trasztuzumab oldat készités

A trasztuzumab oldatot Herceptin® készitménybdl allitjuk eld. A kivant koncentracio
eléréséhez 18 mg trasztuzumabot kimérilink analitikai mérleg segitségével, majd 1 ml ultratiszta
vizben feloldjuk. Az oldatot Eppendorf Centrifuge 5810 R késziiléken Amicon® Ultra — 0,5
Centrifugal Filter Unit membransziirével centrifugaljuk 14000 g-vel 15 percen keresztiil. Masik
gylijtécsébe helyezve a sziir6t tovabbi 1000 g-n 2 percig centrifugaljuk, majd a kapott oldatot
abszorbancia spektrumot vesziink fel. Ebb6l a 280 nm-en mért abszorbancia értéket (mivel itt
nem szamolunk DAR értéket, ezért 280 nm hullimhosszon mértiink, a sziikséges molaris
abszorpcios koefficienst szakirodalombdl kerestiik ki) és a Lambert-Beer torvényt felhasznalva
meghataroztuk a koncentraciot és az igy kapott oldatot hasznaljuk fel rekonjugaciok

megvaldsitasara.
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5.3.2. Trasztuzumab probarekonjugacioja BuPi-val (82)

A BBS pufferben 1év8 T-oldathoz (10,87 ul, 46 uM, 5-10* pmol) 4 °C-on hozzaadunk
MeCN oldoszerben 1év6 BuPi-oldatot (1,85 ul, 10 mM, 37 ekv.) és 84,78 ul BBS puffert, majd
0,5 6rén at 4 °C-on inkubéljuk. Ezutan hozzdadjuk a szintén elShiitott TCEP oldatot (2,5 pl, 4
mM, 20 ekv.), majd tovabbi 16 o6ran at 4 °C-on inkubaljuk.

Az igy rekonjugélt antitestet ezutan hatszor puffercserével tisztitjuk A puffercserét

Vivaspin 500 membransziirével hatszor 10 percen keresztiil végezziik 15000 g-n.

5.3.3. BuPi (82) rekonjugaciok optimalizalasa

5.3.3.1. Homérséklet optimalizalasa

A BBS pufferben 1évé T-oldathoz (49,83 puM, 1,25:10° pmol, 25,1 ul) 4 °C-
on/szobahémérsékleten/37 °C-on hozzaadunk a szintén BBS pufferben 1évé BuPi-oldatot (4,63
pl, 10 mM, 37 ekv.) és 214 pl BBS puffert, majd 0,5 6ran at 4 °C-on/szobahdmérsékleten/37
°C-on inkubdljuk. Ezutdn hozzdadjuk az el6htitott vizes TCEP oldatot (6,25 ul, 4 mM, 20 ekv).
Tovabbra is 4 °C-on/szobahdmérsékleten/37°C-on tartva 24 oran at vezetjiik a reakciot és 1 h,
2 h,4h,8h, 24 h id6knél 50 ul mintat vesziink.

A mintdkat ezt kovetden hatszor  puffercserével tisztitjuk 4  °C-
on/szobahémérsékleten/37 °C-on. A puffercserét Vivaspin 500 membransziirével hatszor 10

percen keresztiil végezziik.
5.3.3.2. Rekonjugalészer feleslegének optimalizalasa

A BBS pufferben 1évé T-oldathoz (35,12 pl, 49,83 uM, 1,75:10° umol)
szobahdmérsékleten hozzaadunk a szintén BBS pufferben 1évé BuPi-oldatot (0,88 pul, 10 mM,
5 ekv.)/(1,75 pl, 10 mM, 10 ekv.)/ (3,5 pl, 10 mM, 20 ekv.)/(7 ul, 10 mM, 40 ekv.) és 341,3 pl-
re egészitettem ki az oldatot BBS pufferrel, majd 0,5 6ran at RT-on inkubaljuk. Ezutan
hozzaadjuk az eldhiitott, vizes TCEP oldatot (8,75 ul, 4 mM, 20 ekv). Tovébbra is
szobahOmérsékleten tartva 8 oran at vezetjiik a reakciot €s 15 min, 30 min, 45 min, 1 h, 2 h, 4
h, 8 h id6knél 50 pl mintat vesziink.

A mintakat ezt kovetéen hatszor puffercserével tisztitjuk szobahdmérsékleten. A

puffercserét Vivaspin 500 membranszirével hatszor 10 percen keresztiil végezziik.
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5.3.3.3. pH optimalizalasa

A BBS pufferben (pH = 7,4; 8,0; 8,6) 1év6 T-oldathoz (25,1 pl, 49,83 uM, 1,25-10°
umol) szobahdmérsékleten hozzaadunk szintén BBS pufferben 1évé BuPi-oldatot (4,63 ul, 10
mM, 37 ekv.) és 214 ul BBS puffert (pH = 7,4; 8,0; 8,6), majd 0,5 6ran at szobahdmérsékleten
inkubaljuk. Ezutan hozzaadjuk az el6hiitott vizes TCEP oldatot (6,25 ul, 4 mM, 20 ekv).
Tovabbra is szobahdmérsékleten tartva 24 oran at vezetjiik a reakciot és 1 h,2h,4 h,8h, 24 h
1déknél 50 pl mintat vesziink.

A mintakat ezt kovetéen hatszor 10 percig puffercserével tisztitjuk szobahdmérsékleten.

A puffercserét Vivaspin 500 membransziirovel végezziik.
5.3.4. BuPi (82) cisztein szelektivitas vizsgalata

A T-oldathoz (130 pl, 46 pM, 6,5-10% pmol) szobahémérsékleten hozzaadunk BuPi-
oldatot DMSO oldoszerben (2,4 pl, 10 mM, 37 ekv.) és 130 pl-re egészitjiik ki BBS pufferrel,
majd 2 oran at szobahdmérsékleten inkubaljuk. Ezt kovetden Zeba™ Spin 7K MWCO, 0,5 ml
gélszré hasznalataval puffercserét végziink. Ennek soran a gélszlrd aljat eltavolitjuk és a
tetején 1évo kupakot meglazitjuk, de nem csavarjuk le teljesen. A szlir6t egy gytijtécsdbe
helyezziik, majd 1 percig 1500 g-n centrifugaljuk. 300 ul BBS puffert toltiink a gélsziirdre,
majd haromszor 1 percig ajra 1500 g-n centrifugaljuk. A sziir6t egy 0j gytiijtécsdbe helyezziik

¢s ratoltjiik a 130 pl mintankat. 1500 g-n 2 percig centrifugaljuk.
5.3.5. T-BuPi GSH stabilitas vizsgalat

A T-oldathoz (46 pM, 27,17 pl, 1,25-10° pmol) RT hozzdadunk MeCN olddszerben
1évé BuPi-oldatot (5 ul, 10 mM, 40 ekv.) és 250 ul-re egészitjikk ki BBS pufferrel, majd 0,5
orén at szobahdmérsékleten inkubdltuk. Ezutan hozzdadtuk az eléhiitdtt TCEP vizes oldatat
(6,75 ul, 4 mM, 20 ekv.), majd tovabbi 2 éran at RT-on inkubaljuk

Az igy rekonjugalt antitestet ezutan hatszor 10 percen keresztiil puffercserével tisztitjuk
Vivaspin500 hasznalataval.

Az igy elballitott és tisztitott antitesthez ezutan 5,5 ul 10 mM GSH (BBS pufferben)
oldatot adunk (0,13 ekvivalens, 5-10-3 umol). A reakcioelegyet ezutan 37 °C-on inkubaljuk.

Mintat vesziink 1, 2, 4 és 24 ora elteltével.
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5.3.6. Azid-alkin cikloaddicios reakcio és rekonjugacio

Klikk reakcio, majd rekonjugacio

Egy 10 ml-es lombikb bemériink 6,25 ul TAMRA oldatot (20 mM, DMSO-ban oldva),
5 ul THPTA oldatot (100mM, PBS-ben oldva), 5 ul CuSO4-5 H20 oldatot (20 mM, vizben
oldva), 5 ul BuPi oldatot (25 mM, vizben oldva), 1,1 pl Na-aszkorbat oldatot (120 mM, vizben
oldva) és 2,65 ul PBS oldatot, majd 1 éjszakan keresztiil razatjuk.

T-oldathoz (13,5 pl, 48,14 uM, 6,5-10"* umol) szobahémérsékleten hozzaadjuk az €16z
pontban elkészitett reakcidelegybdl 5,2 pl-t és 108 ul BBS (pH = 8) oldatot. Majd 0,5 oran at
szobahOmérsékleten inkubaljuk. Ezutan hozzaadjuk az eléhitott vizes TCEP oldatot (3,25 pl,
4 mM), majd tovabbi 2 6ran 4t szobahdmérsékleten inkubéljuk.

Az igy rekonjugdlt antitestet ezutdn hatszor 10 percig puffercserével tisztitjuk

Vivaspin500 hasznalataval.

Rekonjugdacio, majd klikk reakcio

A T-oldathoz (55,55 ul, 44,74 uM, 0,0025 pumol) szobahémérsékleten hozzaadjuk a
BuPi-oldatot vizben oldva (4 ul, 25 mM, 40 ekv.) és 427,6 ul BBS oldatot, majd 0,5 6ran at
szobahémérsékleten inkubaljuk. Ezutan hozzaadtuk az el6hitétt vizes TCEP oldatot (12,5 pl,
4 mM, 20 ekv.), majd tovabbi 2 6ran 4t szobahdmérsékleten inkubaljuk.

Az igy rekonjugalt antitestet ezutan hatszor 10 percen keresztiil puffercseréltiik. Az igy
kapott oldatnak felvessziik az abszorbancia spektrumat é¢s meghatarozzuk ebbdl a koncentraciot
¢s a DAR-t.

Az elézéekben elkészitett T-BuPi oldathoz (59,77 pM, 13 ul, 0,00078 umol),
hozzaadtunk 0,3 pl (0,003 umol, 40 ekv.) THPTA oldatot, 0,3 ul (0,0062 umol, 8 ekv.) CuSO4
oldatot, 0,39 pl (0,0078 umol, 10 ekv.) TAMRA oldatot és 0,61 ul Na-aszkorbat oldatot, majd
2 6ran at szobahdémérsékleten inkubaljuk.

Az igy rekonjugalt antitestet ezutan hatszor 10 percen keresztiil puffercserével tisztitjuk

Vivaspin 500 hasznalataval.
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6. Osszefoglalas

Az ADC-k novekvld felhasznédldsa hivta életre az antitestmodositds soran hasznalt
linkerek és rekonjugaloszerek fejlesztését. A jelenleg hasznalt és a szakirodalomban leirt, az
antitestek diszulfidhidjait redukcié utdn Gjrakotd rekonjugaldszerek tobbnyire koltséges, €s
soklépéses szintézisekben éllithatok eld, gyenge termeléssel. Igy érdemesnek talaltuk egy uj,
Kismolekulas rekonjugaloszer fejlesztését, amely a lehetd legkevesebb 1épésben, olcson
eldallithato.

Munkam soran kétlépéses szintézisben, jo termeléssel sikeriilt eldallitanom egy eddig
nem ismert rekonjugaloszert (46. dbra). Az ehhez felhasznalt anyagok egyszeri és
koltséghatékony molekulak voltak. Az eldallitott pirazinszarmazék egy vizes oldatban stabil és

tiol-reaktiv vegyiilet.

Divinilpirimidinek
°

Dibrémpiridazindionok .

RN
Bisz-szulfonok | @/
N

A képletek melletti szamok az 6ssztermelést jelentik.

46. abra: Kiilonbozo rekonjugdloszerek ossztermeléseinek osszehasonlitasa

A szintetizalt pirazinszarmazékkal trasztuzumab antitest rekonjugalasat valositottam
meg helyszelektiv modszerrel (47. dbra). A rekonjugacié hdmérséklet, rekonjugaloszer felesleg
¢s pH optimalizalasat is végrehajtottam. A tovabbiakban SDS-PAGE vizsgalattal igazoltam,
hogy a keletkezett antitest konjugatumok teljesen rekonjugalddtak és nem teljesen rekonjugalt
antitest fragmentumok (példaul félantitestek) csak minimalis aranyban keletkeztek. UV/Vis

spektroszkopia segitségével pedig azt bizonyitottam be, hogy a konjugatumok rekonjugalédszer-
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antitest ardnya (DAR) négy, ami optimalis. A rekonjugécio soran 95%-0s homogenitast sikeriilt

elérnem.
e I
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47. abra: Rekonjugaloszer szintézise és antitestmodositds

GSH stabilitas vizsgalat alapjan a rekonjugalt antitestekrél elmondhat6, hogy a vizsgalt
24 Ora alatt a termék hdromnegyede maradt valtozatlan formaban jelen az oldatban és 4 6ran at
szinte teljesen stabil maradt a konjugdtum. A négyoras stabilitds elegendd, mivel tobbnyire
ennyi 1d6 alatt mar el tud jutni az antitest a célsejtekhez €s ott az antigénhez k6tddés utan
internalizalodni tud.

A rekonjugalészerhez egy fluorofort is kapcsoltam, amellyel lehetévé valt
mikroszkdpos vizsgalatok elvégzése sejtmetszeteken, illetve dramlasi citometrids mérések is.
Erre azért volt sziikség, hogy megbizonyosodjak arrol, hogy a rekonjugalt antitest megtartotta-
e a szelektivitasat Her2+ sejtek felé. A 48. abran lathato, hogy a trasztuzumab a rekonjugacio

utan is megtartotta szelektiv antigén felismerd képességét.

48. abra: Konfokal mikroszkopos felvétel a konjugatummal jel6lt Her2+ sejtekrol

Az eredmények Osszegezve kijelenthetd, hogy egy uj, szelektiv rekonjugéldszert

sikeriilt fejleszteni, ami a jovOben alkalmazhato lehet az onkologiai diagnosztikaban.
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