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Tartalmi dsszefoglalo.

A rosszindulatd daganatos megbetegedések szovodményei, a masodik vezetd haldloknak
tekinthetok vildgszerte. Ebbdl kifolyolag a modern orvostudomény egyik legfontosabb kutatasi
terilete, egy olyan gyogymadd kifejlesztése, amely a legtébb rék tipussal szemben hatékonyan
alkalmazhatd. A gyakorlatban egyre elterjedtebbé valnak az iranyitott tumorterapias eljarasok,
melyek az alkalmazott kemoterapias szereket célzottan a tumorsejtbe juttatjak, ndvelve azok
hatékonysagat. A modszer alapja, hogy a hatéanyagot egy iranyitdé molekuldhoz kapcsoljak, amely
szelektiven képes kotddni, a célzott sejt altal nagy mértékben expresszalt receptorokhoz. A
tumordssejt elmélet alapjan, a daganatot alkotd sejtkolonian beliil, elkiilonithetd egy olyan
szubpopulacid, amely megndvekedett metasztatikus képesseggel, valamint nagyobb osztodasi
potenciallal rendelkezik, mint a tobbi szubpopulacio sejtjei. Ezeket a tumordssejteknek
feltételezett sejtcsoportokat teszik felelossé a daganat egyes szubpopuldcidinak kialakitasaért,
valamint a daganatok kiujulasanak folyamataért. Mindezekbdl kdvetkezik, hogy az iranyitott
tumorterapids eljardsok hatékonysagat nagy mértékben ndvelheti, ha a kezelések soran ezeket a
tumordssejteknek vélt sejtcsoportokat célozzak. A munkdm célja egy olyan peptidalapu
irdnyitomolekula tervezése volt, amely szelektiven képes kapcsolddni, a tumorsejteken, valamint
tumordssejteken is nagy mértékben expresszalt nucleolin fehérjéhez. A vizsgélatokhoz a 31
aminosavbol allo F3 peptidet vettem alapul, amely szelektiven képes kotodni sejtfelszini nucleolin
fehérjehez, igy alkalmas hordozé molekula lehet a tumor ellenes hatéanyagok sejtbe juttatasara. A
koltséghatékonyabb gyogyszerjelolt eldallitasa érdekében, munkdm sordn az F3 peptid
szerkezetének optimalasara torekedtem. Ennek érdekében nyolc atlapol6 dekapeptidet
szintetizaltam, melyek lefedték a vizsgalni kivant peptidet. Az egységes hatéanyag felszabadulas
érdekében, az egyes peptidekhez enzimlabilis tavtartd tetrapeptidet kapcsolatam (GFLG).
Tumorellenes hat6anyagként daunomicint alkalmaztam, amelyet aminooxiecetsav linkeren
keresztil, oxim-kotéssel kapcsoltam az egyes peptidszarmazékokhoz. A szerkezet-hatas
Osszefliggések meghatarozasara, az elkészitett konjugatumokat cirkularis dikroizmus
spektroszkdpiai modszerrel vizsgaltuk, majd az egyes konjugatumok in vitro citotoxicitasat A2058
human melanéma, valamint HT-29 human kolorektalis adenokarcindma sejteken hataroztuk meg.
A meresek eredménye alapjan megéllapitottuk, hogy az N-termindlis szekvenciat magéba foglal6
Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRSAR-NH: konjugatum citotoxicitasa, a teljes szekvenciahoz képest
nagyobb mértékii volt, igy ezen a konjugatumon tovabbi vizsgalatokat végeztiink. A szerkezet
tovabbi optimalasara, a szekvencian alanin-szkennelést végeztem, annak érdekében, hogy
megallapitsam azokat a poziciokat, ahol az aminosavak cserélheték. Az elkészitett Uj
konjugatumok citotoxicitdsanak vizsgalata soran megallapitottuk, hogy abban az esetben, ha a
szekvencian belul az 1. illetve 8. pozicidban cseréltik le az aminosavat, a konjugatum
hatékonysaga tovabb ndvekedett. A tovabbiakban, terveim kozott szerepel, a konjugatum
szerkezetenek tovabbi optimalasa, azaltal, hogy azokban a poziciokban, amelyekben az
aminosavak szabadon cserélhet6k, olyan aminosavakat épitsek, amelyek novelik a peptid
plazmastabilitasat, valamint iranyité hatékonysagat.
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1. Bevezetés

Réakos megbetegedésnek tekintlink minden olyan, a szervezetben lejatszodé koéros elvaltozast,
melynek soran a testi sejtek kontrollalatlan névekedésbe kezdenek, és szétterjednek a szervezet
kiilonbdz6 pontjaira.t A rosszindulatt daganatok biokémiai és sejtbioldgiai szempontbol rendkiviil
valtozatosak, ugyanis a test szoveteinek barmelyikébdl kialakulhatnak. Ezen véltozékonysagra
vezethetd vissza, hogy a rakos megbetegedések hatékony kezelésére nincs egyetlen altalanosan
alkalmazhat6 modszer.?

A rékkal szembeni effektiv gydgyéaszati eljarasok Kkifejlesztése, tovabbra is a modern
orvostudomany egyik legfontosabb kutatasi teriilete. A tumorsejtek felépitésének és miikodésének
alaposabb megismerése Ujfajta kezelési modszerek kialakitdsdra ad lehetdséget. Mindez azért
rendkiviil fontos, mivel a sziv és érrendszeri betegségek okozta haldlozasokat kdvetden, a rékos
sejtburjanzas szovodményei tekinthetok a vilagon a masodik vezetd halaloknak. 2017-ben mintegy
9,56 millio {6 halalat okozta ez a megbetegedés, és az Gjonnan diagnosztizaltak szama évrdl évre

folyamatosan névekszik.



2. lrodalmi attekintés

2.1 Daganatok

A daganatok (tumorok) olyan abnormalis sejtekbdl kialakult sejtkolonidk, amely sejtek osztodasi
kontrolljukat elveszitve immortalissa valtak, azaz elméletben végtelen osztodasi potencialjuk
révén allandoan képesek megujitani onmagukat.* A tumorokat alapvetden két csoportra
oszthatjuk: benignus (jéindulatu) tumorokrol beszélink abban az esetben, ha a korlatlanul 0szt6do
sejtek nem képesek elhagyni a teriiletet ahol kialakultak, mig malignus (rosszindulatd) tumoroknak
tekintjilkk azokat a sejtszaporulatokat, amelyek a képzdédési kornyezetiiket elhagyva attéteket

képesek kialakitani a szervezetben.?

2.1.1. Daganatok kialakuldsanak elméletei. A daganatok szerkezeti szempontbdl nem
tekinthet6k egyetlen homogén egységnek, mivel a koloniat alkoté tumorsejtek kisebb
szubpopulécidkat alkotnak. Az egyes szubpopulacidk kilonbozhetnek a sejtfelszini
mintazatukban, a metasztatikus képességeikben, valamint a szervezet immunvalaszaival szembeni
rezisztenciajukban is. A tumorok kialakulasanak folyamatat a stochacisztikus-, vagy mas néven
klonalis evolucié elmélettel szokas magyarazni. A modell alapja, hogy a tumort képzé sejtek
kezdetben egyenértékiiek, igy képességiik a tovabbi sejtek generalasdra megegyezik (1. abra).
Ezek a sejtek tobbszoros genetikai, valamint epigenetikai mutaciot szenvednek, s a megvaltozott
informéacidtartalommal bird sejtek tovabbi osztddasaként létejonnek a heterogén tumoron belil az
egyes szubpopulaciok.®

A modern vizsgalati mddszerek segitségével, tobb tumor esetében is kimutattak kiiléndsen
viselkedd szubpopulaciokat. Ezek a sejtcsoportok, a tobbi szubpopuldcidhoz képes nagyobb
mértékii metasztatikus képességgel, valamint megndvekedett osztodasi potenciéllal rendelkeznek.
A kiilonleges sejtcsoportok jellemzdinek felismerése, egy masik elmélet megfogalmazasat
eredményezte. Ezt az elméletet hierarchikus-, vagy mas néven daganat-Gssejt elméletnek is
nevezezik.>® A modell alapja, hogy a daganat szubpopulacidi koziil, ez az egyetlen specialis
tulajdonsagokkal rendelkezd sejtcsoport felelds a tobbi szubpopulacido megalkotasaért (1. abra).
Az elmélet a tumor-Gssejtek jelenlétével magyarazza a daganatok kiujulasanak folyamatéat is. A

hipotézis alapjan ezek az dssejtek rendkiviil ellenalldak a hagyoményos terapias modszerekkel



szemben, igy a kezelés hatasara csak a tobbi szubpopuléacio pusztul el, a tumor-éssejtek kis
csoportja pedig a szervezetben marad. Ez a kis sejtcsoport pedig a nagymértékii osztodasi

képessége réveén, képes (jja alkotni a tumort. >°

(a) A tumorképz8dés sztohacisztikus modellje (b) A tumorképz8dés hierarchikus modellje
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1. dbra — A tumorképz8dés sztohacisztikus és hierarchikus modellje®

A hierarchikus elméletet igazolasara Al-Hajj és kollégai’ mellrakbdl vett mintabdl izolaltak
kiilonbozd fenotipussal rendelkezd szubpopulacidkat, majd ezeket immunszupresszalt egerekbe
juttatva vizsgaltak, hogy mely sejtcsoportok okoznak daganatos sejtburjanzast az allatokban. A
vizsgalat eredményeként kimutathatd volt, hogy a magas CD44 és az alacsony CD247/lov
sejtfelszini receptor expressziét mutatd szubpopulacié tagjai, nagyon kis sejtszam mellett is
daganatot képeztek az egerekben. Azok a sejtcsoportok pedig, amelyek ezzel a jellegzetes
sejtfelszini mintazattal nem rendelkeztek, nagyobb sejtszam mellett sem alakitottak ki tumort.

A kisérleti eredmények ellenére a daganatok kialakuldsdnak modellje tovabbra sem tekinthetd
teljes mértékben tisztazott elméletnek. In situ vizsgalatok soran kimutattak, hogy a kornyezeti
jellemzoktél fiiggden a tumordssejtek képesek a sejtfelszini  receptor mintdzatuk
megvaltoztatdsara. Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy normal sejttenyésztési
koriilmények kozott, a tumordssejteknek feltételezett sejtek, a tobbi szubpopulacidhoz hasonlo
sejtfelszini mintazattal rendelkeznek, mig a tumordssejtekre jellemzd fenotipus, csak specialis

hypoxias korilmények kozétt jelenik meg.®



A hierarchikus elmélet tisztazatlansaga miatt, manapsag egyre nagyobb teret nyer a tumor-
plaszticitas elmélete, amely a hierarchikus és a stochacisztikus elmélet elemeit 6tv6zi.6 A modell
alapja, hogy a daganatot alkot6 sejtkoloniaban vannak olyan szubpopulaciok amelyek képesek
valtogatni az 6ssejt- valamint nem-Gssejtallapotukat. Ezzel az elmélettel megmagyarazhatd, hogy
a vizsgalati korulmenyek miért befolyasoljak a tumor-Gssejtek jelenlétét, valamint hogy bizonyos

tumorok esetén miért nem sikeriilt még 6ssejt-szubpopuléaciot kimutatni.

2.2 Terapias lehetéségek

2.2.1 Miitéti beavatkozas. A kiilonboz6 sebészeti eljarasok széles kdrben alkalmazott mddszerek
a rékos elvaltozasokkal szemben. Egy adott tumor operalhatdsédga sok esetben fligg a daganat
elérehaladottsagatol, elhelyezkedésétdl, valamint a beteg allapotatdl is. A miitét soran a sebészek
nem csak a daganatot tavolitjak el a szervezetb6l, hanem a kozeli egészséges szovetbdl is vagnak
ki rétegeket, annak érdekében, hogy a lehetd legalacsonyabbra csokkentsék az esetleges attétek

kialakulasanak valoszintiségét.’

2.2.2 Sugérterapia. A sugérterapia soran a daganatos terlletet ionizal6 sugarzassal célozzak,
amely az érintett sejtek orokitdanyagat karositva, azok pusztulasat okozza. A radioterapia egy
rendkivil hatékony kezelési eljaras, ugyanakkor a gyakorlatban leginkabb csak a tumor méretének
csokkentésére, nem pedig annak elpusztitasara alkalmazzak. Mindez azzal magyarazhatd, hogy az
emberi szervezet egyes terliletei csak meghatarozott mértékii sugarzast képesek elviselni. Ebbdl
kdvetkezik, hogy ha egy kezelés sorén elérik az adott testfellletre vonatkoztatott maximalis dézist,

azon a teriileten tovabbi sugarkezelés nem alkalmazhato, a daganat kitjulasa esetén sem.*°



2.2.3 Kemoterapia. A kemoterapia napjainkban az egyik legelterjedtebben alkalmazott kezelési
modszer. Az eljéras alapja, hogy a beteg szervezetébe olyan sejtmérgeket (Un. citosztatikumokat)
juttatnak, amelyek a tumorsejtek elpusztitasara vagy osztodasi képességiik megsziintetésére
képesek. A daganatot képzo sejtek rendkiviil érzékenyek ezekre a gydgyszerekre, ugyanis fokozott
osztodasi mechanizmusaik miatt az extracellularis térrel is aktivabb anyagtranszportot folytatnak,
melynek eredmeényeként a hatéanyagot diffizié soran nagyobb mértékben veszik fel, mint a tobbi
nyugalmi allapotban 1év6 sejt.

A kemoterapia rendkiviil hatékony mddszer olyan daganatok kezelésere, amelyek esetében a
mitéti beavatkozds vagy a radioterapia nem lenne célravezetd, példaul metasztazisok kezelése
sordn. A maddszer legnagyobb héatranya, hogy az emlitett hatbanyagok nem kizéarélagosan a
raksejtekre szelektivek, hanem a keringési rendszer révén az egészséges szovetekbe is eljutva
pusztitjadk az ott talalhaté aktiv osztddasra képes sejteket is. Ezzel magyarazhatd, hogy a
kemoterapia mellékhatasaként a betegek hajhullast, émelygést, valamint az immunrendszer
gyengiilését tapasztalhatjak.!

2.2.4 Iranyitott tumorterapia. Az iranyitott tumorterapia soran, a kemoterapias eljarasok
esetében alkalmazott citosztatikumokat szelektiven a tumorsejtekbe juttatjak, ezéltal novelik
hatékonysagukat, a szabad hatdéanyaggal szemben (2. &bra). Mivel tumor-Gssejtek jelenléte a
szubpopulacidk kozott egyre inkabb elfogadott elméletté valik, a modern terdpiak a legtdbb
esetben az Gssejtpopulaciok elpusztitasara fektetik a hangsulyt. Ebbdl kifolydlag az iranyitott
tumorterapia esetén is igyekeznek olyan modszereket kifejleszteni, amelyek kifejezetten a tumor

ssejteket célozzak.'?
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2. dbra — Az iranyitott hatdanyag célbajuttatasanak folyamata®

Az eljaras soran gyakran antitesteket, valamint Kkisebb peptideket alkalmaznak iranyito
molekulaként. A gyakorlati alkalmazasban a peptid-hatéanyag konjugatumok egyre nagyobb teret
nyernek, ugyanis konnyen és olcson elballithatok, valamint az antitestekkel ellentétben nincs
immunogeén hatasuk. A peptid-hatéanyag konjugatumok alapvetéen harom részbél épiilnek fel: a
daganatot elpusztitd hatéanyagbol, a gyogyszermolekulat a tumorsejtekhez szallité iranyit6
molekulabol, valamint az el6zé két egységet dsszekapesold bifunkcios linker szakaszbol.'? Az
iranyito szakasz feladata, hogy felismerje a tumor sejtek altal nagyobb mértékben expresszalt, de
az egészséges sejtekre nem jellemz0 receptorokat, ezzel minimalizalva a lehetséges mellékhatasok
kockéazatat. A hatéanyag molekula, egy olyan citotoxikus anyag, amely a sejtbe jutva
megvaltoztatja annak sejtbioldgiai mechanizmusait (génexpresszié befolyasolasa, enzimatikus
folyamatok gatlasa stb.) ezaltal elpusztitja azt. A bifunkcios linker szakasz pedig amellett, hogy
kapcsolatot teremt a két funkciondlis egység kozott, fontos szerepet jatszik abban, hogy a

hatoanyag a sejten beliil megfeleld koriilmények k6zott szabaduljon fel.

2.3 A nucleolin fehérje

A hatbéanyag iranyitott célbajuttatdsdhoz elengedhetetlen az olyan sejtfelszini receptorok

meghatdrozasa, amelyek az irdnyitd molekulat egyértelmilien a kivalasztott célponthoz vezetik.

10



Manapsag az egyik legnagyobb mértekben kutatott tumormarker a nucleolin fehérje, amelyet
elészor Novikoff-hepatoma vizsgalata soran mutattak ki.**

A nucleolin fehérjét szerkezeti szempontbdl harom nagy egységre bonthatjuk (3. abra). Az N-
terminalis doménon beliil, tobb savas karakteri régiot kiilonithetiink el, amelyeket bazikus
szakaszok valasztanak el egymastol. Ez a szerkezeti mintazat lehetévé teszi, hogy a molekula a
H1 hiszton fehérjéhez kapcsolddva, a sejt transzkripcids folyamatait befolyasolja. A molekula

cres

szabalyozasaért felelések, mig a C-terminalison talalhatd6 GAR-domén legfébb szerepe a

kiilonboz6 fehérjék kozotti interakcio kialakitasa.'*

NL5

NN RETT .-

N-terminahis ENS-kéts domén GAR domén

3. dbra — A nucleolin molekula szerkezete °

A szerkezeti sajatossagok, valamint a sejtbiologiai vizsgalatok soran megallapitottdk, hogy a

fehérje jelenléte elengedhetetlen a sejtciklus zavartalan mitkodéséhez, hiszen részt vesz a pre-

=z 7

és Osszeszerelddési mechanizmusainak iranyitasaban is.!®

A nucleolin fehérje jellemzéen az aktivan o0sztodd sejtek sejtmagvacskajaban valamint
citoplazméjaban jelenik meg. Tumor-6ssejteknek vélt populcaiok vizsgalata soran, ugyanakkor
kimutattak a fehérjét a sejtfelszinen is, ezaltal a nucleolin molekula az irdnyitott tumorterapia egyik

kulcs molekulajava valt.>
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2.3.1 A nucleolin fehérje és a tumorgenezis kapcsolata. A nucleolin fehérjének rendkivil fontos
szerepe van az aktivan osztédd sejtek homeosztazisanak szabalyozasaban, igy ha genetikai
mutacio hatdsara a molekula mennyisége megndvekszik egy sejtben, az tébb folyamat sorén is
erdsitheti a tumorgenezist.

Abban az esetben, ha a nucleolin fehérjék nagy mértékben felszaporodnak egy adott sejtben,
képesek bizonyos sejtmembran receptorokhoz kétédni, befolyasolva azok mitkodését (4. abra). A
ham eredetii novekedési faktor receptorok (EGFR - epidermal growt factor receptor), olyan
transzmembran receptorok, amelyek a sejt ndveketésével, valamint génexpresszios folyamatainak
szabalyozasaval kapcsolatos mechanizmusokat befolyasoljak. A nucleolin fehérje az EGFR-hez
kapcsolédva megakadalyozza annak lebomléasat, ligandum-fliggetlen  sejtnévekedést
eredményez. '

A Fas receptor csalad a szervezet feldl érkezd apoptotikus informacid tovabbitdsdban jatszik
szerepet. A nucleolin fehérje Fas receptor antagonistaként, csokkenti a sejt szenzitivitasat a
szervezet fell érkezd apoptotikus jelekrel’ (4. abra).

Mindezek mellett pedig, a nucleolin molekular6l kiilonb6zo antitest vizsgalatok segitségével
kimutattak, hogy nem csak a sejtmagvacskaban és a citoplazméban talalhaté meg, hanem bizonyos
koriilmények kozott a tumorsejt membranjan is eléfordul®® (4. dbra). Ehhez a sejt felszini nucleolin
receptorhoz kapcsolddva olyan kiils6 faktorok keriilhetnek a sejtbe, amelyek szerepet jatszanak a

tumor kialakulasaban, valamint segitik a daganatot ellat érrendeszer kialakulasat (angiogenezis)®.

ErbB receptor (@ N ®)

Nucleolin
Foszforilacié
EGF
/ Apﬁén’s P
MAPK / \ PBK_'Ak_t Citoplazma ) ) bal
szignalizacios szignalizécids ® . Kiils§ ligandumok

4. dbra — A nucleolin molekula szerepe a tumorképzédés mechanizmusaiban®
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2.3.2. Az F3 peptid. Annak érdekében, hogy az iranyitott tumorterapia a lehet6 leghatékonyabb
legyen, olyan hordozé molekulak szerkezetét kell meghatarozni, amelyek képesek az elpusztitani
kivant sejtekhez szelektiven kapcsolddni. Az ilyen molekuldk meghatarozésadhoz az an.
fagbemutatdsos modszert alkalmazzak (5. abra). Az eljaras alapja, hogy kiilonb6z6 peptideket
kodol6 DNS-szakaszokat, géntechnoldgia segitségevel, bakteriofdg virusok burokfehérjéjét
kodold genszakaszhoz kapcsoljak, igy a vizsgalt peptid megjelenik a fag burokfehérjéi kozott. A
modszer soran szamos varianst hoznak létre, s ezeket egy olyan kdzegbe juttatjak, ahol a vizsgalni
kivant sejtfelszini molekuldk immobilizalt forméban vannak jelen. A mosasi 1épés soran azok a
fagok amelyek fehérje burkukban nem tartalmaztak olyan fehérjét amely a vizsgalt
celmolekuldhoz kot6dni tudott volna kikeriilnek a rendszerbdl. A megkotédott, funkcioképes
fagokat izolaljak, majd baktériumtenyészetek segitségével felszaporitjak. A felszaporitott fagok

DNS szekvenalast kovetden pedig meg tudjadk hatdrozni a receptorba illeszkedd peptid

szerkezetét.!®

ﬂ}' - fag konyvtar
r

megfelels b :\ktcnuxrréi_ —

\ kolérudk kavalasztasa
bakténum telepek \
PP P fagok nsztitiza §
/ megfertdzése \

~g

antigén specifikus

7,0 e SN
l fagok lavalasztisa ‘(_)I Y }
ST 'y

Q fag konyvtar hozzdaddsa az

% immobahizalt antigénekhez

—~u,\ Xah A _ﬂ_ )
—_— G
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eltavolitdsa mosassal
[ Y anttest T receptor ©;:07cs szénhardat & ennm 4 fig ]

5. dbra — Fag konyvtar létrehozasanak mechanizmusa®®

Az F3 peptid szerkezetét hasonld fagbemutatasos eljaras segitségével hataroztak meg. Az F3
peptid egy 31 aminosavhol all6 (*KDEPQRRSARLSAKPAPPKPEPKPKKAPAKK®!) erdsen
bazikus karakterii molekula, amely szelektiven képes a tumorsejtek membranjan expresszalt
nucleolin fehérjéhez kapcsolodni.?® Fluoreszcens vizsgalatok segitségével, tobb esetben is

kimutattak az F3 peptidet olyan tumorsejtek sejtmagjaban, amelyek felsziniikon nucleolin fehérjét
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expresszaltak,?! mig a sejtfelszini nucleolinnal nem rendelkez sejtek esetében, ilyen F3 felvételi
folyamatot nem tudtak kimutatni. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy tumorsejtek membranjaban
elhelyezked6 nucleolin fehérje valamilyen transzport folyamatban is szerepet jatszik a tumorsejt
membranja ¢s sejtmagja kozott, s ebbdl kifolyodlag az F3 peptid rendkiviil hatékony iranyitd

molekulanak igérkezik, a tumor-6ssejtek eliminalasara fokuszalé modszer kifejlesztéséhez.

2.4 Daunomicin

A daunomicin, vagy mas néven daunorubicin egy antibiotikum alapu citotoxikum, amelyet eldszor
a Streptomyces peucetius baktérium szekrétumaként mutattak ki. A molekula alapvetden két
szerkezeti egységbdl épiil fel: egy pigmentalt aglikon molekulabdl, amelyhez egy amino-cukor,

az L-daundzamin kapcsolodik glikozidos kotéssel®? (6.abra).

oxim-, vagy hidrazon-kotés

_ aglikon rész

L L-daundézamin

amid-kotés

6. &bra — A daunomicin szerkezete, és konjugalhat6 funkcios csoportjai

A daunomicin molekula képes a DNS kett6és hélixébe interkalalodni, és képes egy stabil komplexet
kialakitani az OrokitGanyagot felépitdé nulkeinsavak bazisparjaival (G-C bazispar). Ezzel
megakadalyozza a DNS replik4cio sordn topoizomeraz II enzimatikus miikodését. A topoizomeraz
IT a replikaci6 soran kialakult szuperspiralizacid megsziintetéséért felelés enzim. Az enzim a
szuperspiralizacid megsziintetésére kettds szaltoréseket alakit ki, majd ezt kovetden ezeket

osszekapcsolja.?® Abban az esetben, ha a daunomicin kapcsolodik a DNS kettés hélixhez, ez a
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ligacids lepésnem torténik meg, igy két szalu torések maradnak az 6rokitbanyagban amely a sejt
apoptozisahoz fog vezetni. A daunomicin rendkivil hatasos kemoterapids szer, ugyanakkor
hasonléképpen a tobbi citotoxikumhoz, az egészséges aktivan 0sztddo sejteket is nagy mértékben
pusztitja. Emellett pedig mellékhatasként kimutattak, hogy a hatéanyag a szivizomsejtekre is
toxikus hatassal van, igy nagy mennyiségben alkalmazva akut vértolulasos szivelégtelenséget

okozhat.??
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3. Alkalmazott médszer

3.1 Peptidszintézis

A peptidszéntizisnek alapvetden két eljarasat kilénboztethetjuk meg: a manapsag elterjedtebben
hasznalt szilardfazisu, valamint a kissé hattérbe szoruld oldatban végzett peptidszintézist. Az oldat
szintézis ugyan olcs6 eljardsnak szamit, de a szintézis folyamata rendkiviil idéigényes, valamint
az egyes kapcsolasi 1épéseket kovetden a terméket izolalni kell, amely egy hosszabb peptid esetén
jelentds anyagveszteséggel jar.

A szilardfazisu peptidszintézis eljarasnak kidolgozasa Bruce Merrrifield, amerikai biokémikus
nevéhez fiizddik.2* Habar a szilardfazisu szintézis, a nagymértékii reagens felesleg miatt dragabb
eljaras, mint az oldatban végzett szintézisek, mégis egyre nagyobb teret nyer a gyartasi folyamatok
soran. A szilardfazisu szintézis elényeihez tartozik a gyors szintézis ut, a rendkiviil jo aranyl
kitermelés, valamint, hogy sok esetben nem sziikséges manualisan végezni a folyamatokat, hanem

automata szintetizatorokkal is elkészithetd a kivant peptid.

3.1.1 Szilardfazisu peptidszintézis (SPPS). A szilardfazisu eljaras {6 jellemzdje, hogy a szintézist
egy szilard halmazallapotd, stabil pordzus polimer gyanta fellletén végezzik. Mivel az
aminosavak legalabb bifukcids vegyiiletek, ezért a kapcsolasi reakciok soran alapvetden tobbféle
termék is keletkezhet. Annak érdekében, hogy a szintézis soran meghatarozott szerkezetii
végterméket kapjunk, az egyes aminosavak megfeleld funkcios csoportjait véddcsoportokkal kell
ellatni. A szintézis kezdetén a peptid C-terminaisan 1évé elsé aminosavat a karboxilcsoportjan
keresztiil, stabil kovalens kotéssel a hordozd gyantahoz kapcsoljuk.? Ezt kdvetden 1épésenként
kapcsoljuk az egyes aminosavakat a gyantan ¢épiild szekvencidhoz. A ciklikusan ismételt
kapcsolasi reakciok alapvetden két elemi 1épésre bonthatdk (7. dbra). A ciklus elsé 1épéseként
eltavolitiuk a gyantan épiild peptid N-terminalis aminosavanak aminocsoportjan talalhato
ideiglenes véddcsoportot, majd a masodik 1épés soran ehhez a szabad aminocsoporthoz
hozzakapcsoljuk a kovetkezd, karboxilcsoportjan aktivalt, aminocsoportjan pedig védett

aminosavat. A ciklus két Iépését mindaddig ismételjik, amig el nem készil a kivant peptid.
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7. &bra — A szilardfazisu peptidszintézis folyamata

Az oldat szintézissel ellentétben, a szilardfazisu szintézis soran nincs lehetdség a reakciokat
kovetden az egyes termékek izoldlasara, igy a reakciok sordn torekedni kell a 100%-0s
konverzidra. Ennek elérése érdekében a reakciok soran a gyanta kapacitdsahoz mérten 3-5
ekvivalens feleslegben kell a reakcioelegyhez adnunk az egyes aminosavszarmazeékokat.

A nagy mértékli reagens felesleg miatt, bizonyos aminosavak esetében nem csak az
aminocsoportot, hanem az oldallancon talalhatd funkcios csoportot is véddcsoporttal kell ellatni.
Ezek az oldallanc véddcsoportok stabilak maradnak az egyes reakciociklusokban végzett hasitasi
Iépésekkel szemben, igy a szintézis folyaman mindvégig az oldallancon maradnak, ezaltal
megakadalyozzak a kiilonb6z6 melléktermekek képzodéseét.

A kapcsolasi reakcio6 tovabba csak akkor tud maradéktalanul végbemenni, ha a kapcsolni kivant
aminosav karboxilcsoportjat aktivaljuk. Az egyik legelterjedtebb ilyen mddszer az in situ aktiv
észteres kapcsolas, melynek soran aktivalo szerek segitségével az aminosavszarmazék aktiv észter
formajat alakitjuk ki, amely a szabad aminocsoporttal reagélva alakitja ki a peptidkotest. A
gyakorlatban leginkéabb alkalmazott aktival6 szerek a diizopropil-karbodiimid (DIC), valamint a
1-hidroxibenztriazol (HOBL).
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A szintézis befejeztével, az elkeszilt peptidet lehasitjuk a gyantardl. A hasitoelegyet Ugy
valasztjuk meg, hogy ne csak a szekvenciat tavolitsuk el a gyantarol, hanem az egyes aminosavak
oldallancain 1év6 allando védbécsoportokat is le tudjuk hasitani egyetlen 1épésben. A hasitési lépést
kovetden a kapott termék még tartalmazhat az elkésziteni tervezett Szekvencidhoz nagyon hasonld,
de hianyos elemeket, igy a kapott terméket meg tisztitani kell. Ehhez, a modern elvalasztasi
eljarasok kozul a nagy hatékonysagu folyadék kromatografiat (RP-HPLC) alkalmazzak, az
elvalasztott komponensek kozil pedig, a tiszta termék azonositasara tomegspektrometrias
modszereket lehet alkalmazni.

3.1.2 A szilardfazisu peptidszintézis stratégiai. A szilard fazisu szintézisen belil, az alkalmazott
véddcsoportok alapjan, két féle stratégiat kiilonbdztethetiink meg. A Boc/Bzl stratégia soran?®, az
aminocsoport ideiglenes véd6csoportjaként terc-butiloxikarbonil (Boc) csoportot alkalmaznak,
mig az egyes aminosavak oldallancait benzil-tipust (Bzl) csoportokkal védik. A Boc-csoport
kozéperos savakra érzékeny, igy 33% TFA/DCM eleggyel az ideiglenes véddcsoport eltavolithato.
A Boc-csoport hasitasa sordn reaktiv terc-butil kationok szabadulnak fel, amelyek az olyan
érzékeny aminosavakat, mint a cisztein, metionin vagy a triptofan mellékreakcid soran alkilezni
képesek, igy abban az esetben, ha a szintetizaland6 szekvencia tartalmazza a fenti aminosavak
valamelyikét a Boc/Bzl stratégia alkalmazasa nem ajanlott. Az Fmoc/'Bu stratégia®’ kevéshé
erélyes reakciokortlményeket igényel, igy egyre inkébb elterjedt a laboratériumi alkalmazasban.
Az aminocsoport ideiglenes véddcsoportjaként, bazisokra (elsOsprban szerves szekunder
aminokra) érzékeny 9-fluoroenil-metoxikarbonil (Fmoc) csoportot, az oldallancok védelmére
bazisokkal szemben stabil, savakra pedig érzékeny terc-butil tipusi (‘Bu), véddcsoportokat
alkalmaznak. Az Fmoc csoport lehasitasa 2% piperidint valamint 2% 1,8-diazobiciklo[5.4.0]-
undek-7-én-t (DBU) tartalmazé N,N-dimetilformamid (DMF) oldattal torténhet. Az Fmoc/'Bu
stratégia soran a peptid hasitasa a gyantarol trifluoroecetsavat tartalmazo reakcioeleggyel torténik,
ugyanis igy egy lépésben a 'Bu védécsoportokat is el tudjuk tavolitani. A savas kdzeg révén, a
hasitasi reakcio soran is felszabadulhatnak reaktiv karbokationok, igy az esetleges mellékreakciok
elkeriilése érdekében, a reakcidelegybe ezeket semlegesitd, tn. gyokfogdként funkcionald

komponenseket is tesziink (pl. viz, triizopropilszilan).
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3.1.3 A gyanta. A szintézishez alkalmazott gyantak szilard halmazallapotd, oldhatatlan polimerek.
A gyanta tipusatol fliiggden kiilonb6zo funkcids csoportok lehetnek a felszinén, amely lehetové
teszi, hogy az elsé aminosavat stabilan hozza kapcsoljuk. Egy gyanta csak abban az esetben
alkalmazhatd a szintézis soran, ha megfeleld kémiai és mechanikai stabilitassal rendelkezik,
valamint jol képes duzzadni az alkalmazott olddszerben. Ezen felil pedig elengedhetetlen
fontossagu, hogy a gyanta és a szintetizadlandd peptid kdzott stabil kélcsonhatas alakuljon ki,
amelyet viszont a hasitasi reakcid soran kénnyen fel lehet bontani.?*

A szilardfazisu peptidszintézis eljardsanak megalkotésakor a legelterjedtebben alkalmazott gyanta,
a polisztirol-1,4-divinilbenzol kopolimer volt (Marrifield-gyanta). A moddszer fejlesztésének
eredményeként, manapsag mar szamos kiilonb6z6 funkcidés csoporttal ellatott gyantat
alkalmazhatunk a szintézis sordn. A legelterjedtebben alkalmazott szilard hordozdk kozé
sorolhatok a 4-metil-benzhidrilamin (MBHA) tipusu gyantak, valamint a 4-metoxi-benzilalkohol

funkcios csoportot hordoz6 Wang gyantak.

3.1.4 Kapcsoléasi reakcidk sikerességének kovetése. A szilardfazisu szintézis soran az egyes
kapcsolasi 1épéseket kovetden, nincs lehetdség a termékek izolaldsara, mas modot kell véalasztani
arra, hogy ellendrizziik a reakcio sikerességét. A Kaiser-teszt?® alapja, hogy a ninhidrin szabad

primer aminocsoportok jelenlétében kek szinreakciot ad (7. &bra).

0 OH 0
OH
2 + HN—R —> N
OH
0 0 0

8. abra — Ninhidrin-hidrat reakcioja a szabad aminocsoporttal
A teszt soran néhany szem gyantat a tesztcsObe tesziink, majd kalium-cianat, fenol, valamint

ninhidrin oldatokat adunk hozza, és kb. 3 percen at 103-105 °C-os hémérsékleten tartjuk. A harom
perc elteltével megvizsgaljuk az oldatot, valamint a gyantaszemeket. Amennyiben kék
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elszinez6dést tapasztalunk az, azt jelenti, hogy a rendszerben szabad primer aminocsoportok
vannak jelen, vagyis a reakcié sikertelen volt, igy a kapcsolast Gjra el kell végezni. Ha a
gyantaszemek és az oldat szine is sarga marad, a reakcid sikeres volt.

A prolin esetében viszont a Kaiser-teszt nem miikodik, ugyanis a prolin aminocsoportja egy
szekunder amin, igy ha reakcidba is Iép a ninhidrinnel, szinreakciot nem fogunk tapasztalni. A
prolinhoz tortén6 kapcsolas sikerességét ezért izatin-teszttel mutatjuk ki. A teszt elvégzése
gyakorlatilag megegyezik a Kaiser-teszt Kivitelezésével, annyi kilonbséggel, hogy ninhidrin
helyett a reakcidelegybe par csepp izatint cseppentiink. Abban az esetben, ha a kapcsolasi reakcio
sikertelen volt, a gyantaszemek barndra szinezddnek, sikeres reakcio esetében pedig narancssargak

maradnak.?®
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4. Célkitiizések

A munkém célja volt, egy olyan peptidalapt iranyitomolekula tervezése, amely a késébbiekben
egy Uj fajta irdnyitott tumorterapia kifejlesztésének alapja lehet. A terapias eljaras
hatékonysaganak novelése érdekében, Ugy gondoltuk, hogy olyan sejtfelszini markert érdemes
célozni, amelyek a tumordssejteknek vélt szubpopulacidkon jellemzden eldfordulnak. Ilyen
sejtfelszini molekula a nucleolin fehérje is, melyhez az F3 peptid szelektiven képes kapcsolodni.
A 31 aminosavat tartalmazo peptid alkalmazasa hordozoként nem tul koltségkiméld, de egy
fragmens kivételével az F3 peptid révidebb fragmenseit nucleolin felismerés szempontjabol még

nem vizsgaltak.
A munkam soran célul tiztem ki:

o Az F3 peptid szintézise nyolc atlapold dekapeptid formajaban, annak érdekében, hogy
megallapitsuk, hogy a molekulaban hol taldlhato, a kotddés szempontjabol kritikus

motivum.

o Az egyes dekapeptidek hosszabbitdisa GFLG tetrapeptiddel. Ezt a tetrapeptidet a tumor sejt
lizoszoméjaban talalhatd katepszin-B szelektiven képes hasitani, igy elérhetd, hogy a hatdanyag aktiv

metabolitja szelektiven, a tumor sejten beliil szabaduljon fel.

o Az egyes szekvencidk konjugalasa daunomicin hatéanyaggal aminooxiecetsav linker
segitségevel kialakitott oxim-kotésen keresztil.

o Az egyes konjugdtumok szerkezetének meghatarozésa cirkularis dikroizmus

spektroszkdpiaval, szerkezet hatéas dsszefiiggések céljabol.
o Az egyes konjugatumok in vitro citotoxicitdsanak vizsgalata tumorsejteken.

o Az in vitro sejthioldgiai vizsgélatok alapjan hatékonynak tallt szekvencidk szerkezetének tovabbi

optiméalasa alanin-szkennelés mddszerével.

o Az alanin-szken sorén elkészitett konjugatumok tovébbi sejtbioldgiai vizsgalat, hogy megalapitsuk,
azokat a pozicidkat, ahol az aminosavak cserélhet6k (pozicié szkennelés modszerrel) — akdr nem
természetes aminosavakra — a peptid iranyité hatékonysaganak illetve plazmastabilitdsanak novelése

érdekében.
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5. Eredmények

A munkam soran a célkitiizéseknek megfeleléen, az F3 peptid szerkezetének optimalasara torekedtem, annak
érdekében, hogy egy tumor-dssejt populacioval szemben is minél hatékonyabb iranyité molekulat hozzak 1étre.
Ennek érdekében szintetizaltam nyolc atlapolé dekapeptidek, amelyek igy lefedik az F3 peptid teljes
szekvenciajat, majd az egyes szekvenciakhoz GFLG spacer szakaszt, valamint izopropil védett
aminooxiecetsavat kapcsoltam. A daunomicin hatdéanyagot kemoszelektiv ligacios eljarassal az aminooxiacetil
linkeren keresztil oxim-kotés kialakitasdval konjugéltam az egyes szekvencidkhoz. Az igy elkészult
konjugatumok in vitro citotoxicitasat vizsgaltuk, amelyek alapjan az N-terminalis dekapeptidbél késziilt Dau-
A0a-GFLG-KDEPQRRSAR-NH: konjugatum tumorellenes hatadsa nagyban fellilmdlta a tobbi hatéanyag
konjugatum hatékonysagat.

Ezt kovetden a fent emlitett konjugatum iranyitd peptid szakaszan alanin-szkennelést végeztem a nucleolin
kotédés szempontjabol kritikus régiok megallapitasara, amelyhez ismét in vitro citotoxicitas vizsgalatokat
végeztlink. Az eredmények azt mutattak, hogy az 1. és 8. pozicioban a Lys illetve Ser kicserélve alanininra még

fokozta is a citotoxikus hatast, mig a 6. és 7. pozicidban nem szlikséges a bazisos argininek jelenléte. Legkevéshé

a 2DEQP® szekvencia részlet véltoztathato, igy fontos szerepet jatszhat a nucleolin fehérjéhez valo kotédésben.

5.1 Az atlapolé dekapeptidek, GFLG-tetrapeptiddel kapcsolt aminooxi-ecetsav
szarmazékanak szintézise

Az egyes dekapeptid szdramzékokat szilardfazisu peptidszintézissel allitottam eld, Fmoc/'Bu
stratégia alkalmazéasa mellett. A szintézishez szilard hordozoként Rink Amid MBHA-gyantat
alkalmaztam, annak érdekében, hogy a hasitast kovetéen savamid C-terminalissal rendelkezd
peptidet kapjak. Elsd 1épésként a gyantan talalhatdé Fmoc véddcsoport hasitasahoz 2% piperidin,
2% DBU / DMF osszetételll elegyet alkalmaztam. Ezt kdvetden a kapcsolasi reakcid soran, az
aminosavszarmazékbol, valamint az aktivalo szerekbdl (HOBt, DIC) a gyanta kapacitas alapjan
szamolt harom ekvivalens mennyiséget adtam a gyantahoz. A reakcid sikerességét kovetéen a
hasitasi és kapcsolasi lépeseket ciklikusan alkalmazva elkészitettem az atlapolo peptideket. Egy-
egy dekapeptid szintézisét kovetben, az egyes szekvenciakhoz Gly-Phe-Leu-Gly-aminosavakbdl
alld enzimlabilis tavtartd szakaszt épitettem, majd az N-terminalist, izopropilidén-védett
aminooxiecetsavval (>=Aoa) zartam. Az >=Aoa kapcsolasa soran szinten a gyanta kapacitasnak

megfeleld 3 ekvivalens mennyiséget mértem be, mind az altalunk készitett >=Aoa-bol, mind pedig
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a kapcsoloszerként alkalmazott HOBt-bol és DIC-b6l is. A szintézis soran elkészitett

szekvenciékat az 1. tablazat foglalja 6ssze

1. Téblazat — Az F3 peptid atlapolé szekvenciai

Kaod Szekvencia

Bl >=A0a-GFLG-KDEPQRRSAR-NH>
B2 >=A0a-GFLG-PQRRSARLSA-NH:

B3 >=A0a-GFLG-RSARLSAKPA-NH:
B4 >=A0a-GFLG-RLSAKPAPPK-NH:

B5 >=A0a-GFLG-AKPAPPKPEP-NH;

B6 >=A0a-GFLG-APPKPEPKPK-NH:

B7 >=A0a-GFLG-KPEPKPKKAP-NH:

B8 >=A0a-GFLG-PKPKKAPAKK-NH:

5.2 Az elkészitett szekvenciak feldolgozasa

A szintézis befejeztével az elkészilt peptideket eltavolitottam a gyantarol. A hasitasi reakciohoz
hasznalt elegyet, oly mddon valasztottam meg, hogy a peptid gyantarol torténd hasitasa, valamint
az allandé-védoécesoportok eltavolitisa egy 1épésben torténjen meg. Az B1-B4 szekvenciak
esetében a Pbf-védett arginin tartalom miatt a fenol/H2O/EDT/tioanizol/TFA Gsszetételi
hasitoelegyet alkalmaztam. Az B5-B8 szekvenciak esetében pedig TFA/H20 megfelel6 aranyt
elegyével tavolitottam el a peptidet a gyantardl. A hasitast kdvetden a reakcidelegyet dietil-éterbe
szlirtem, ahol az elkészitett nyers peptid kicsapodott. A centrifugalast kovetden a kapott terméket
acetonitril-viz ~ elegyében  oldottam, majd forditott fazisi nagy hatékonysagu
folyadékkromatografiaval tisztitottam (RP-HPLC). A kromatogréafia soran kapott termékek kdzil

a vizsgalni kivant peptidet pedig tomegspektrometriaval azonositottam.

5.2 Az izoporopilidén védelem eltavolitasa

A konjugdlasi reakcid eldtt, a megtisztitott peptidrdl eltavolitottam az izopropil védelmet. A

megtisztitott peptidbdl ammonium-acetat oldat felhasznalasaval 1 mg/ml koncentracioju oldatot

23



készitettem. A reakcioelegyhez 3 ekvivalensnyi szilard metil-hidoxilamint adtam, majd ezt
kovetden fél oran keresztiil, 35 °C-on kevertettem. A reakcioido lejartat kovetden, a mintat HPLC
segitségével megtisztitottam, a kapott termékek kozul az izopropil-védécsoport mentes peptideket

tdmegspektrometria segitségével meghataroztam.

5.3 Peptidszarmazék konjugéalasa daunomicinnel

Az izopropil-védelem hidnydban, a szabad aminooxiecetsav  véggel rendelkezd
peptidszarmazékok érzékenyek az oxovegylletekre (aldehidek, ketonok), igy az eljarast aceton
mentes kornyezetben végeztem. A peptidszdrmazékhoz megfeleld mennyiségli daunomicint
adtam, majd az keveréket kevés ammonium-acetat oldatban oldottam. A reakcidelegyet 2 napon
keresztli 35°C-on kevertettem, majd félpreparativ HPLC segitségével elvalasztottam a kapott
termékeket. A termékek azonositadsara tomegspektrometidval tortént, az egyes termékek
tisztasagat pedig analitikai-HPLC-vel vizsgaltam. Az elkészitett konjugatumok jellemzéit a 2.

tablazat tartalmazza. (Spektrumok és kromatogramok a Fiiggelékben megtekinthetdk.)
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2. Tablazat — Az elkészitett szekvencidk daunomicin konjugatumai

Kod Szekvencia Mszamolt (D)  Mmert (Da)! Rt (min)?
B9 Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRSAR-NH,  2198,4 2198,1 21,08
B10 Dau-Aoa-GFLG-PQRRSARLSA-NH; 2097,3 2097,1 21,08
Bll Dau-Aoa-GFLG-RSARLSAKPA-NH: 2012,3 2012,0 21,75
B12 Dau-Aoa-GFLG-RLSAKPAPPK-NH: 2020,3 2020,1 22,01
B13 Dau-Aoa-GFLG-AKPAPPKPEP-NH 1987,2 1987,0 21,97
B14 Dau-Aoa-GFLG-APPKPEPKPK-NH 2044,3 2044,1 21,80
B15 Dau-Aoa-GFLG-KPEPKPKKAP-NH; 2075,4 2075,1 21,22
B16 Dau-Aoa-GFLG-PKPKKAPAKK-NH,  2048,4 2048,1 21,07

1 Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus; mod: pozitiv; aramlési sebesség: 10 ul / perc; minta adagolas: folyamatos; mérési
tartoméany: 50-2000 m/z

1 KNAUER RP-HPLC; oszlop: C18 10 um, 100 A, 20 x 250mm; eluensek: A eluens [0,1% TFA/H20], B eluens [0,1% TFA,
80% acetonitril/H20]; gradiens: 0 perc: 2% B - 5 perc: 2% B - 30 perc: 90% B; aramlasi sebesség: 16 ml/perc; detektalas:
=220 nm

54 Az atlapol6 dekapeptid szarmazékok vizsgalata cirkularis dikroizmus
spektroszkoiaval

A szerkezet-hatas Osszefuiggések meghatarozasara, az egyes szekvencidk szerkezetét cirkularis
dikroizmus spektroszkdpiaval vizsgéaltuk. A mérési eredmények alapjan (8. abra) a peptid-
szarmazekok alapvetden rendezetlen szerkezetet mutatnak, enyhe rendezettséget az B5 ¢és B6
szekvencia esetében figyeltink meg. Ez a rendezettség a szekvenciakban talalhatd 5-5 prolin
aminosav altal kialakitott poliprolin 11 konformacidval magyarazhat6. A mérés soran feltiintetett
F3 kodd  konjugatum  (Dau-Aoa-KDEPQRRSARLSAKPAPPKPEPKPKKAPAKK-NH2)
eldallitdsa az 5.1 — 5.4 pontokban feltiintetett protokolloknak megfelelden tortént a laboratériumon

belll, egy masik hallgaté munkajanak keretében.
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9. abra — Daunomicin konjugatumok CD-spektroszkopia vizsgalatdnak eredménye

5.5 A konjugatumok in vitro citotoxicitasi vizsgalata

A konjugéatumok ICso hatasat A2059 tipust human melanéma valamint HT29 human kolorektalis
adenokarcinma sejteken vizsgaltuk. A méresek soran a B1 peptiszarmazékbdl készitett B9-es
koda konjugatum bizonyult a leghatékonyabbnak, mig a tébbi konjugatum esetében pedig
kdzepes, vagy gyenge hatékonységot allapitottunk meg. A vizsgalat sordn mért értékeket a 3.
tdblazat tartalmazza. A mérés soran feltlintetett F3 koda konjugatum (Dau-Aoa-
KDEPQRRSARLSAKPAPPKPEPKPKKAPAKK-NH?) eléallitasa az 5.1 — 5.4 pontokban
feltlintetett protokolloknak megfelelden tortént a laboratoriumon beliil, egy masik hallgatd

munkajanak keretében.
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3. tablazat — A konjugatumok in vitro citotoxicitasanak adatai

Kaod Citotoxicitas (ICso uM) Citotoxicitas (ICso uM)
A258 HT-29
F3 18,4+40 28,0+ 18,0
B9 144+ 40 14729
B10 326+7,1 354+10
B1l > 100 > 100
B12 47,0£0,6 439+35
B13 530+1,1 48,1+ 13,0
B14 31,5+1,3 31,0£9,9
B15 65,0+ 11,5 61,3 +20,0
B16 42,2+6,4 63,5+54

ICsp értek meghatarozasa MTT-teszttel.
5.6 A B1 peptidszarmazék alanin-szken valtozatainak szintézise

Az alanin-scan soran az egyes dekapeptid szarmazékokat az 5.1 pontban levezetett protokollnak
megfelelden allitottam eld. Az elkészitett szekvenciak a 4. tablazatban lathatok. Osszesen kilenc
peptidszarmazékot készitettem, mivel az iranyitd peptid szekvencidjanak 9. pozicidjaban

eredetileg is alanin talalhato, igy ott nem végeztem aminosav cserét.

4.tablazat — Az B1 kddu szekvencia alanin-szkenje soran elkészitett szekvenciak

Kaod Szekvencia

B17 >=A0a-GFLG-KDEPQRRSAA-NH;
B18 >=A0a-GFLG-KDEPQRRAAR-NH;
B19 >=A0a-GFLG-KDEPQRASAR-NH,
B20 >=A0a-GFLG-KDEPQARSAR-NH;
B21 >=A0a-GFLG-KDEPARRSAR-NH;
B22 >=A0a-GFLG-KDEAQRRSAR-NH,
B23 >=A0a-GFLG-KDAPQRRSAR-NH;
B24 >=A0a-GFLG-KAEPQRRSAR-NH,
B25 >=A0a-GFLG-ADEPQRRSAR-NH;
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5.7 Az B1 peptidszarmazék alanin-szken valtozatainak feldolgozasa

A szintézis végeztével az elkésziilt peptideket eltavolitottam a gyantarol. A hasitdshoz hasznalt
reakcidelegyet oly modon vélasztottam meg, hogy a peptid gyantarol torténd hasitasa, valamint az
allando-véddcsoportok eltavolitasa egy 1épésben torténjen meg. A Pbf-védett arginin tartalom
miatt mind a kilenc szekvencia esetében fenol/H2O/EDT/tioanizol/TFA Osszetételii hasitoelegyet
alkalmaztam. A hasitast kovetéen a reakcidelegyet dietil-éterbe sziirtem, ahol az elkészitett nyers
peptid kicsapodott. A centrifugalast kovet6en a kapott terméket acetonitril-viz elegyében oldottam,
majd forditott fazisi nagy hatékonysagu folyadékkromatogréfiaval tisztitottam (RP-HPLC). A
kromatografia soran kapott termékek kozil a vizsgalni Kkivant peptidet pedig

tdmegspektrometriaval azonositottam.

5.8 Az izopropilidén védelem eltavolitasa

Az izopropilidén védelem eltavolitasat az 5.3 pontban leirt protokollnak megfeleléen végeztem el.

5.9 A B1 peptidszarmazék alanin-szken valtozatainak konjugaldsa daunomicinnel

A konjugélasi eljarast az 5.4 pontban leirt protokollnak megfelelden végeztem el. Az elkészitett
konjugatumok jellemzdit az 5. tablazat tartalmazza.
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5.tablazat — A B1 peptidszarmazék alanin-szken valtozatainak daunomicin szarmazékai

Kod Szekvencia Mszzmoit (Da)  Mmert (Da)t Rt (min)?
B26 Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRSAA-NH,  2113,2 21125 21,15
B27 Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRAAR-NH,  2182,3 21827 21,00
B28 Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRASAR-NH,  2113,2 21125 21,18
B29 Dau-Aoa-GFLG-KDEPQARSAR-NH,  2113,2 21127 21,05
B30 Dau-Aoa-GFLG-KDEPARRSAR-NH, 2141,2 2140,7 21,08
B3l Dau-Aoa-GFLG-KDEAQRRSAR-NH,  2172,2 2171,6 21,58
B32 Dau-Aoa-GFLG-KDAPQRRSAR-NH,  2140,2 2139,6 21,88
B33 Dau-Aoa-GFLG-KAEPQRRSAR-NH;  2154,3 2153,6 21,07
B34 Dau-Aoa-GFLG-ADEPQRRSAR-NH,  2141,2 2140,6 21,57

1Q Exactive Focus; mdd: pozitiv; aramlasi sebesség: 5 ul / perc; minta adagolas: folyamatos; mérési tartomany: 200-1800 m/z
2KNAUER RP-HPLC; aramlési sebesség: 16 ml/perc; eluensek: A eluens [0,1% TFA/H20], B eluens [0,1% TFA, 80%
acetonitril/H20]; gradiens: 0 perc: 2% B - 5 perc: 2% B - 30 perc: 90% B; oszlop: C18 10 um, 100 A, 20 x 250mm

5.10 A B1 peptidszarmazekok alanin-szken konjugatumainak vizsgalata cirkularis
dikroizmus spektroszkopiaval

A dolgozat beadasakor, a CD-spektoszkdpiai vizsgalatok még folyamatban voltak.

5.11 A B1 peptidszarmazékok alanin-szken konjugatumainak in vitro citotoxicitasi
vizsgalata.

A konjugatumok ICsp hatasat A2059 tipusi human melanéma valamint HT29 human kolorektalis
adenokarcindma sejteken vizsgaltuk. A mérések soran a B27 és a B34 konjugatumok bizonyultak
hatékonynak, mig a tobbi konjugatum esetében kdzepes vagy gyenge hatékonysagot allapitottunk

meg. A mérési eredmények a 6. tablazatban talalhatok.
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6. téblazat - A Bl peptidszarmazékok alanin-szken konjugatumainak in vitro

citotoxicitdsanak adatai

Kad

B26
B27
B28
B29
B30
B3l
B32
B33
B34

Citotoxicitas (ICso uM)  Citotoxicitds (ICso uM)

A2058 HT-29
354 34,9
9,8 6,1
22,8 27,1
14,1 16,1
71,4 61,1
68,7 61,3
30,7 33,6
57,3 75,5
2,9 6,2

Egy mérés sorozatbdl 3 parhuzamos alapjan (MTT) teszt

5.12 Eredmény 6sszefoglald

Végeredményben, a célkitlizéseknek megfeleléen, a munkdm sordn az alabbi eredményeket értem
el (9. abra):

o

Nyolc darab atlapold dekapeptid szintézise, amelyek lefedik a nucleolint felismerd 31
amisavas F3 peptid teljes szekvenciajat.

Enzimlabilis GFLG-spacer, valamint izopropil-védett aminooxiecetsav kapcsolasa egyes
szekvencidk N-terminalisara, amelyek a hatéanyag konjugalasat és sejten belili
felszabadulasat biztositjak.

Termékek tisztitasa preparativ RP-HPLC segitségével, és azonositasuk tdmegspektrometriaval.
Daunomicin hatéanyag konjugalasa az egyes peptidszarmazékokhoz, oxim-kdtéssel.

A konjugatumok tisztitésa  félpreparativn. @ RP-HPLC  segitségével, és  azonositasuk
tdmegspektrometriaval.

A konjugatumok szerkezetének vizsgalata cirkularis dikroizmus spektroszkopiaval, a szerkezet-hatas
osszefliggések megallapitasa érdekében.

A konjugatumok citotoxicitdsanak vizsgalata.

A sejthioldgiai vizsgalatok alapjan leghatékonyabbnak bizonyult Dau-Aoa-GFLG- KDEPQRRSAR-
NH: konjugatum alanin-szken vizsgélata.

Az alanin-szken soran szintetizalt (j szekvenciaju peptidekhez GFLG-spacer, valamint izopropil-védett
aminooxiecetsav kapcsolasa.

A kapott termékek tisztitasa preparativ RP-HPLC-vel és azonositasuk tdmegspektrometriaval.
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o Daunomicin hatéanyag konjugélasa az egyes konjugatumokhoz oxim-kotéssel.

o A Kkonjugdtumok tisztitasa  félpreparativ. RP-HPLC  segitségével, és  azonositasuk
tdmegspektrometriaval.

o A konjugéatumok citotoxicitasanak vizsgalata.
Osszefoglalva elmondhatd, hogy Kisérleteim segitésével sikeriilt az F3 peptidet tartalmazo
konjugatumhoz képest szignifikdnsan hatékonyabb, roviditett szekvencidju peptidkonjugatumot
eldallitani. Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak eldontése
érdekében, hogy ez a révidebb peptidet tartalmaz6 konjugatum valoban a nukleolinhoz kotodik,
vagy mas receptor(ok) jatszanak szerepet a sejtbe juttatdsukban. Ezek alapjan vizsgalni fogjuk a

jovoben az uj hatékony konjugatum nucleolni és tumor / tumosdssejt specifitasat is.
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10. &bra — Az elvégzett munkafolyamatok dsszefoglalasa
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6. Kisérleti rész

6.1 Alkalmazott anyagok

Az eljarasok soran alkalmazot anyagokat, valamint azok beszerzési helyét a Flggelékben
tintettem fel.

6.2 Alkalmazott eljarasok

Az alabb felsorolt eljarasokat, protokollokat alkalmaztam minden eldallitott peptid és konjugatum
eseten.

6.2.1 A szilardfazisu peptidszintézis soran alkalmazott protokoll. A munkam soran az egyes
peptideket a szilardfazist peptidszintézis Fmoc/'Bu stratégiaja alapjan épitettem meg. Az eljaras

protokolljat a 7. tablazat foglalja 6ssze.

7. tablazat — Az ideiglenes védécsoport hasitasanak protokollja Fmoc/'Bu stratégia esetén

Miivelet Alkalmazott reagens Id6tartam Ismétlések
(perc) szama
1. Mosas DMF 0,5-1 3
2. Fmoc-csoport 2% piperidin, 2% DBU, DMF 2+2+5+10 4
hasitasa
3. Mosés DMF 0,5-1 8
4. Aminosav Aminosavszarmazék (3 ekv.) + 60 1
szarmazék HOBLt (3 ekv.) + DIC (3 ekv.)
kapcsolasa
5. Mosas DMF 0,5-1 2
DCM 0,5-1 2
6. Kaiser-teszt KCN oldat + fenol oldat+ 3-5 1

ninhidrin oldat (izatin-oldat)
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6.2.2 A Kaiserteszt elvégzese. A kapcsolasi reakciok sikerességének ellenérzésére Kaiser-tesztet

alkalmaztunk. A teszt soran az alabbi reagenseket adjuk a vizsgalni kivant gyantaszemekhez:

o 1ml 0,01 M kélium-cianid, 49 ml piridinnel higitva
o 40 g kristalyos fenol 10 ml abszolut etanolban oldva
o 2,5 ¢ ninhidrin 50 ml abszoldt etanolban oldva

A prolint kovetd aminosav kapcsolodasat izatin teszttel ellendrizhetjiik. Az izatin teszt soran a
Kaiser-teszt esetében alkalmazott reagensek mellé az alabbi dsszetétell izatinoldatot adjuk.

o 3% izatin, 5% Boc-Phe-OH benzilalkoholban oldva

A teszt elvégzése soran a reakciokozegbdl par szem gyantat a tesztcsObe helyeztem, majd
hozzaadtam a fent emlitett reagensek elegyét. A tesztcsdvet 3-5 percen keresztil 104 °C-on
melegitettem, majd megvizsgaltam az eredményt. A ninhidrin a szabad aminocsoportokkal kék
szinreakciot ad, igy amennyiben a teszt eredményeként a gyantaszemek megkékdiltek, a kapcsolasi
reakcié sikertelen volt és Ujra kapcsolast kellett végezni. Abban az esetben pedig, ha a tesztet
kovetden a gyantaszemek, valamint az reakcidokdzeg is sdrga szinli maradt, a reakcio sikeresnek

tekinthetd, és elkezdhetd a kovetkezd aminosav kapcsolésa.

6.2.3 A peptid hasitasa a gyantarol. A peptidszarmazékok szintézisét Fmoc/'Bu stratégia
alkalmazéasa mellet, 0,69 mmol/g gyantakapacitdsi Rink Amid MBHA gyantan végeztem. A
hasitashoz szlikséges elegyet a gyanta tipusa, valamint az alkalmazott stratégia sajatsagai alapjan
valasztottam meg. Az Fmoc/'Bu stratégia esetében savas kornyezetet kell biztositani a hasitasi
reakcio soran, ugyanis mind a peptid-gyanta kapcsolat, mind az allandé véddcsoportok
savlabilisak. A savas kdrnyezet ugyanakkor reaktiv karbokationok keletkezését segiti eld, igy a
mellékreakcio elkertlése végett az elegyehez H,O-t kell adnunk. A munkam soran, az alabbi
hasitoelegyeket alkalmaztam.

a. ,.C-tipust” hasitéelegy Osszetétele:

- 0,75 gramm fenol
- 5ml H0

- 5 ml tioanizol
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- 2,5 ml 1,2-etanditiol (EDT)
- 10 ml trifluoroecetsav (TFA)

b. _A-tipusl” hasitoelegy Osszetétele

- 5ml H:0
- 9,5 ml trifluoroecetsav (TFA)

A hasitéelegy tipusanak megvalasztasakor figyelembe kell venni, hogy a hasitani kivant peptid
tartalmaz-e arginint vagy metionint. Amennyiben igen, a hasitas soran a ,,C-tipusu” elegyet kell
alkalmazni, mivel a benne talélhat6 etanditiol, viz valamint tioanizol képes arra, hogy a Pbf-
védbesoport hasadasa soran keletkezé karbokationokat megfogja, ezzel a tovabbi mellékreakciok
elkeriilhetdk, egyben reduktiv kornyezetet biztositanak a metionin oxidacidjanak elkeriillése
érdekében. Abban az esetben, ha a szekvencia nem tartalmaz metionint vagy arginint, az A-tipusu

hasitoeleggyel is probléma nélkil lehasithat6 a peptid a gyantarol.

6.2.4 Izopropil védocsoport eltavolitasa. Az izopropil véddcsoport eltavolitasi reakciojat
ammonium-acetat oldatban (0,2 M; pH= 5) végeztem. A megtisztitott, izopropil-védett
aminooxiecetsavat tartalmaz6 peptidb6l 10 mg-ot mértem ki, majd a pufferrel 1 mg/ml
koncentracidju oldatot készitettem. A reakcidelegybe 1 mg szilard metil-hidroxilamin reagenst
adtam, majd az elegyet fél déran keresztil 35 °C-on melegitettem, majd pedig RP-HPLC-n
tisztitottam.

6.2.5 Peptidszarmazékok konjugalasa daunomicinnel. Az aminooxi-ecetsav véggel rendelkez6
peptid szarmazékbol 10 mg-ot kimértem, és ehhez szintén 10 mg daunomicint adtam. A keveréket
10 ml koncentrécioju ammonium-acetat oldatban (0,2 M; pH=5) feloldottam, igy 1 mg peptid/ml

koncentracidju oldatot hoztam létre, majd az elegyet 2 napon keresztiil 35 °C-on kevertettem.
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6.2.6 A peptidek és konjugatumok tisztitasa és analizise. A nyers peptideket és
peptidkonjgatumokat preparativ forditott fazisa, nagy hatékonysagu folyadék kromatogéafiaval
tisztitottam. Az eljardst KNAUER RP-HPLC (KNAUER GmbH, Bad Homburg, Németorszég; 2
db K120 tipust pumpa; nagy nyomasu keverd egység; K2501 tipusi. monokroméatoros UV
detektor, adatgyiijté szoftver) rendszerrel végeztem. A futtatasok soran a felhasznalt eluensek
Osszetetelt folyamatosan valtoztattam (gradiens ellcid). A tisztitdsok soran alkalmazott

beallitdsokat az alabbi tablazatok foglaljak dssze. (8-10. tAblazat)

8. tablazat - A nyers peptidek tisztitdsa soran alkalmazott preparativ kromatografias
beallitasok

Oszlop Tipusa: Intersil ODS-3 GL Sciences Inc. C18, 10um, 1004
Meérete: 20 x 250 mm

Alkalmazott eluensek A eluens: 0,1% TFA / desztillalt viz
B eluens: - 0,1% TFA / 80% acetonitril-20%
desztillalt viz
Alkalmazott gradiens 0 perc: 2% B

65 perc: 100% B

Aramlasi sebesség 16 ml / perc

Detektalas hullamhossza A=220 nm
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9. tablazat - A konjugatumok tisztitdsa soran alkalmazott félpreparativ kromatografias
beallitasok

Oszlop Tipusa: Phenomenex Luna C18, 10um, 1004
Merete: 10 x 250 mm

Alkalmazott eluensek A eluens: 0,1% TFA / desztillalt viz
B eluens: - 0,1% TFA / 80% acetonitril-20%
desztillalt viz
Alkalmazott gradiens 0 perc: 2% B

65 perc: 100% B
Aramlési sebesség 4 ml/ perc

Detektalas hulldamhossza A=220 nm

10. tablazat - A konjugatumok tisztasaganak ellendrzésére hasznalt analitikai RP-HPLC
beallitasai

Oszlop Tipusa: Nucleosil 100-5 C18 5um, 100A
Mérete: 4,6 x 250 mm

Alkalmazott eluensek A eluens: 0,1% TFA / desztillalt viz
B eluens: - 0,1% TFA / 80% acetonitril-20%
desztillalt viz
Alkalmazott gradiens O perc:2%B

Sperc:2%B
30 perc: 90% B

Aramlasi sebesség 1 ml/ perc

Detektalas hullamhossza A=220 nm
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6.2.7 ToOmegspektrometria. A konjugatumok meghatarozasahoz tomegspektrometriat
alkalmaztunk. A mérések egy részénél Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus (Bréma, Németorszag)
tipust, elektrospray ionizacios ioncsapdat hasznaltunk (ESI-MS). A szilard halmazéllapotu
mintdkat 0,1% ecetsav tartalmi 50% acetonitril/viz elegyben oldottuk, majd injektaltuk a

miszerbe. A spektrumok felvétele a 11. tablazatnak megfelel6 beallitasok mellett tortént.

11. tdblazat — Az ESI-MS mérés soran alkalmazott beallitasok

Maod pozitiv
Aramlasi sebesség 10 ul / perc
Minta adagolas folyamatos
Mérési tartomany 50-2000 m/z

A spektrumok kiértékelésére a Bruker Compass Data Analysis 4.1 (Bruker Daltonic GmbH, Bréma,

Németorszag) programot alkalmaztuk.

A tdmegspektrometrids mérések masik részéhez elektrospray ionizacios Q Exactive Focus hibrid
kvadrupol-orbitrap tomegspektrométert (Thermo Fisher Scientific, Bréma, Németorszag)
alkalmaztunk. A szilard halmazéllapotu mintakat 0,1% hangyasav tartalmi 50% acetonitril/viz
elegyében oldottuk fel. A spektrumok felvétele a 12. tablazatnak megfeleld beallitasok mellett

tortént.

12. tablazat — A hibrid kvadrupol-orbitrap témegspektrométerrel végzett mérések soran
alkalmazott beallitasok

Maod pozitiv
Aramlasi sebesség 5 ul / perc
Minta adagolas folyamatos
Meéresi tartomany 200-1800 m/z

Az adatokat az Xcalibur program (Thermo Fisher Scientific, Bréma, Németorszag) segitségével
elemeztiik ki. A konjugatumok MS spektrumai a Fliggelékben talalhatok.
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6.2.8. Cirkularis dikroizmus spektoszkopia. A cirkularis dikroizmus spektroszképiai méréseket J-
1500 spektrofotométerrel végeztiik. A méréseket vizben, 0,2-0,3 mM-os konjugatum koncentracio mellett,
szobahdmérsékleten hajtottuk végre. Az eljaras soran 0,1 cm-es kilvettat alkalmaztunk, a mérések pedig
185-260 nm kozott torténtek. Egy spektrumot 5 mérés atlagabol készitettiik el, melynek soran viz

nullvonalat alkalmaztunk.

6.2.9. In vitro citotoxicitasi vizsgalat. A in vitro citoxicitasi vizsgalatokhoz A2058 human
melanoma és HT29 human kolorektéalis adenokarcindma sejtvonalakat alkalmaztunk. A
sejttenyészeteket 37 °C-on 5%-0s szén-dioxid atmoszféraban 10% fétalis borju szérumot (FBS) és
1% Penicillin-Sztreptomicin oldatot tartalmaz6 RPMI médiumban tartottuk fenn. A sejteket
szlikséges 1dokozonként, 85% konfluencia elérésekor passzaltuk és 1j flaskaba, valamint friss
médiumba vittlik tovabb.

A vizsgalat soran a sejteket tripszin-EDTA oldat segitsegével passzaltuk, majd tripankék oldat
felhasznalasaval fénymikroszkop segitségével meghataroztuk az €16 sejtek szamat. Az egyes
sejtvonalakbol meghatarozott szamu sejtet 96 lyuku sejttenyésztd lemez belsd lyukaiban 1évo
RPMI médiumba tettlik. (A2058 human melandma sejtvonal esetén 4000 sejt/lyuk, HT29 human
kolorektalis adenokarcindma esetén 6000 sejt/lyuk.) A sejttenyésztd lemez lyukait pedig PBS

pufferrel toltottiik fel. 24 o6ra inkubalast kovetéen a sejteket a konjugadtumok kiilonb6zo

=z

=z

PBS pufferben oldott 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid (MTT) oldatot
adtunk minden lyukakhoz. Négy ora inkubaciot kdvetden a feliilliszot eltavolitottuk, majd minden
lyukba 100 ul etanol-dimetil-szulfoxid (DMSO) 1:1 aranyu elegyét adtuk.

Az eredményeket CLARIOstar Plus (BMG Labtech) készilék segitségével olvastuk le, majd az
adatokat Microsoft Excel, valamint GraphPad Prism 6 segitségével analizaltuk.
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7. Roviditések

Aoa
>=Ao0a
Boc
Bzl

Da

Dau
DBU
DCM
DIC
DMF
DMSO
EDT
EDTA
EGFR
ESI-MS
FBS
Fmoc
HOBt
KCN
MBHA
MTT
Pbf
PBS
RPMI
RP-HPLC
Rt

SPPS
Bu
TFA

aminooxiecetsav

izopropil-védett aminooxiecetsav

terc-butiloxikarbonil

benzil

dalton

daunomicin, daunorubicin
1,8-diazobiciklo[5.4.0]-undek-7-én

Dikl6rmetan

N,N’-diizopropil-karbodiimid

N,N-dimetilformamid

dimetil-szulfoxid

1,2-etanditiol

etilén-diamin tetraecetsav

ham eredetii novekedési faktor

elektrospray ionizacios témegspektrometria

fotalis borju szérum

9-fluorenilmetoxikarbonil

1-hidroxibenztriazol

kalium-cianid

4-metil-benzhidrilamin
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid
2,2,4,6,7-pentametil-dihidrobenzofuran-6-szulfonil
foszfat-pufferelt sdoldat

Roswell Park Memorial Institute (sejttenyészté médium)
forditott fazist nagy hatékonysagu folyadékkromatografia
retencios id6

szilardfazisa peptidszintézis

terc-butil

trifluorecetsav
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10. Fuggelekek
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R¢: 21.08 min
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,420

0.14 Column: Nucleosil 100-5 C18

MACHEREY NAGEL L—///

t/ min

F1. abra — A Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRSAR-NH; (B9) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja

B9-20210323
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B9
90 [M+4H]*-129
Dau cukor vesztés Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRAS AR—NH;_
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F2. dbra — A Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRSAR-NH; (B9) konjugatum MS spektruma

(A Dau cukor vesztése csak a tdmegspektroszkdpiai mérés koriilményei kdzott megy végbe.)
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Rt: 21.08 min
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F3. 4bra — A Dau-Aoa-GFLG-PQRRSARLSA-NH; (B10) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja
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F4. dbra — A Dau-Aoa-GFLG-PQRRSARLSA-NH,_ (B10) konjugatum MS spektruma

(A Dau cukor vesztése csak a tomegspektroszkdpiai mérés koriilményei kdzott megy végbe.)
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F5. abra — A Dau-Aoa-GFLG-RSARLSAKPA-NH; (B11) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja
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F6. &bra — A Dau-Aoa-GFLG-RSARLSAKPA-NH; (B11) konjugatum MS spektruma

(A Dau cukor vesztése csak a témegspektroszkopiai mérés koriilménye

i kozbtt megy végbe)
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F7. dbra — A Dau-Ao0a-GFLG-RLSAKPAPPK-NH, (B12) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja
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F8. dbra — A Dau-Aoa-GFLG-RLSAKPAPPK-NH, (B12) konjugatum MS spektruma

(A Dau cukor vesztése csak a tomegspektroszkopiai mérés koriilményei kdzott megy végbe)
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F9. abra — A Dau-Aoa-GFLG-AKPAPPKPEP-NH, (B13) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja
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F10. &bra — A Dau-Aoa-GFLG-AKPAPPKPEP-NH, (B13) konjugatum MS spektruma

(A Dau cukor vesztése csak a tomegspektroszkopiai mérés koriilményei kdzott megy végbe)
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F11. abra — A Dau-Aoa-GFLG-APPKPEPKPK-NH, (B14) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja

[M+3H]3*-129

Dav cukor vesztés

B14-20210323

100 639.33

90

80

B14

70 Dau-Aoa-GFLG-APPKPEPKPK-NH,
8
=
g 60 Mw measured: 2044.1
c
> .
2 50 [M-+4HJ* [M+3H]** Mw calculated: 2044.3
2 512.02 682.35
T 40
@
x

30

20

10

G'IITI"\‘lll\'I%‘I|\|\|\|‘II1'ITI A Lol L Mt L Ml i LA A M L ) W A ) |

200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z

F12. &bra — A Dau-Aoa-GFLG-APPKPEPKPK-NH, (B14) konjugatum MS spektruma

(A Dau cukor vesztése csak a tomegspektroszkopiai mérés koriilményei kdzott megy végbe)
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0.5

B15
Dau—Aoa—GFLG—KPEPK_PKKAP—NH__
0.4 -
03 R¢: 21.22 min
B i **Program table \
L 000 1.00 2.00
0.2 500 1.00 200
3000 1.00 90.00
01 Column: Nucleosil 100-5 C18
] MACHEREY NAGEL
0.0
' T T T T I T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
f/ min

F13. abra — A Dau-Aoa-GFLG-KPEPKPKKAP-NH; (B15) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja

B15-20210323

100+

90

80

] [M+3H]*-129
. Dau cukor vesztés

70
o 1 649.67
e B15
g 60
B ] Dau-Aoa-GFLG-KPEPKPKKAP-NH,
3 ]
g S0
- Mw measured: 2075.1
ﬁ 40? [M+4H]+ Mw calculated: 2075.4

3 519.78 [M=3H]~

2] 692.70

107

G: L IH L " '

Lk i Ll S L Lk Y R A LA b L A Lt A ) M) M M R A LA A LA A L ) L) R A M A LA M M W L L i
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
miz

F14. 4bra — A Dau-Aoa-GFLG-KPEPKPKKAP-NH, (B15) konjugatum MS spektruma

(A Dau cukor vesztése csak a tomegspektroszkopiai mérés koriilményei kdzott megy végbe)
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0.3 1 B16
Dau-Aoa-GFLG-PKPKKAPAKK-NH,
Rt: 21.07 min
02 \
**Program table
?& | 0.00 1.00 2.00
5.00 1.00 2.00
30.00 1.00 90.00
0.1
Column: Nucleosil 100-5 C18
1 MACHEREY NAGEL -//
J/_/JL_A.
0.0 T 1 T T T T T T T 1 !
0 5 10 15 20 25 30
t/ min

F15. abra — A Dau-Aoa-GFLG-PKPKKAPAKK-NH, (B16) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja

100

90

f=-]
T

-~
T

$|1\|

Relative Abundance
w - [4a]
o o o
AR EEEEE TN R N

[~}
o

-
o

[M+4H]*
513.04

B16-20210323
[M+3H]**-129
Dau cukor vesztés
640.69
B16
Dau-Aoa-GFLG-PKPKKAPAKK-NH,
3
[M=3HP* Mw measured: 2048.1
683.71

Mw calculated: 2048.4

o

m | |
L A0 L A A A A A L

200

1 #
300 400 500

i
LU AL 0 2 ) At L] A A A A LA R LM A A A |

| |
600 700 800 900 1000

m/z

F16. dbra — A Dau-Aoa-GFLG-PKPKKAPAKK-NH; (B16) konjugatum MS spektruma

(A Dau cukor vesztése csak a tomegspektroszkopiai mérés koriilményei kdzott megy végbe)
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1.2

B26
1.0 Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRSAA-NH,

087 R¢: 21.15 min

8 0.6 -

% **Program table

17 000 100 200
p4a-4 500 1.00 2.00
3000 1.00 90.00

0.2 1 Column: Nucleosil 100-5 C18

| MACHEREY NAGEL L—_—_/_

0.0 4—

T | T | L 1 T T T 1 T
0 5 10 15 20 25 30

t/ mim
F17. abra — A Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRSAA-NH, (B26) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja

Intens.

7 +MS, 0.1-0.2min #2-4
x10 662.20

1.50 1

1.25
[M+3H]3*-129
Dau cukor vesztés B26

1.00 | Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRSAA-NH,
[M+3H]>*

705.17

0.75 1 Mw measured: 2112.5

Mw calculated: 2113.2

0.50 1

0.25 1

al |
T

0.00 - dih l' . . . .
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m/z

F18. 4bra — A Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRSAA-NH, (B26) konjugatum MS spektruma

(A Dau cukor vesztése csak a tomegspektroszkopiai mérés koriilményei kdzott megy végbe)
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07 B27
Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRAAR-NH,

| Rt: 21.00 min
0.5

0.4+ **Program table

g 0.00 1.00 2.00
0.3 4 500 1.00 2.00
30.00 1.00 90.00

AZZ‘U

0.2 1
| Column: Nucleosil 100-5 C18
0.0
! | ! | ! I ! I ! ] T
0 5 10 15 20 25 30

f/min
F19. abra — A Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRAAR-NH, (B27) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja

Intens.
7 728.21 +MS, 0.1-0 2min #2.4
x10
[M+3HP*
1.0
685.22
B27
08 [M+3H]3"-129
Dau cukor vesztés Dau-Ao0a-GFLG-KDEPQRRAAR-NH,
0.6
Mw measured: 2182.7
Mw calculated: 2182.3
04
0.2
O.OLLJAMM—L““M e -

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m/z

F20. abra —A Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRAAR-NH; (B27) konjugatum MS spektruma

(A Dau cukor vesztése csak a tomegspektroszkopiai mérés koriilményei kdzott megy végbe)
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0.6
B2S

05 Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRASAR-NH,

Rt: 21.18 min

**Program table

034 000 1.00 2.00
500 100 2.00

30.00 1.00 90.00

AZU

0.2

| Column: Nucleosil 100-5 C18
01 MACHEREY NAGEL

_ /__/_J_/__—’JM
0.0 _J'l' | ' 1 ' T T T T T '

0 5 10 15 20 25 30

t/ min

F21. abra — A Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRASAR-NH; (B28) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja

Intens.
<10 6 662.20 <MS, 0.1-0.2min #14
2.0
[M+3H]*-129 . B28
Dau cukor vesatés | [M+3H] Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRRSAA-NH,
1.5 705.17
Mw measured: 2112.5
10 Mw calculated: 2113.2
[M+2H]?*-129
Dau cukor vesztés
05 992.78
[M+2H]2
1057.82
0.0 | ulwlh L Pt g e L .

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m/z
F22. 4bra — A Dau-Aoa-GFLG-KDEPQRASAR-NH, (B28) konjugatum MS spektruma

(A Dau cukor vesztése csak a tomegspektroszkopiai mérés koriilményei kdzott megy végbe)
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AZ‘U

F24. dbra — A Dau-Aoa-GFLG-KDEPQARSAR-NH, (B29) konjugatum MS spektruma

0.6 -

i Dau-Aoa-GFLG-KDEPQARSAR-NH,
0.5
0.4 R¢: 21.05 min

**Program table
0.3 0.00 1.00 2.00
500 1.00 2.00

30.00 1.00 90.00
0.2 +

{1 Column: Nucleosil 100-5 C18
0.1 MACHEREY NAGEL

0.0 — | T I T T

B29

AN

e

{/ min

20 25

30

Intens
x10 662.20 <MS, 0.1-0.2min #1-5
1.25
[M+3H]*-13 B29
l 00 Dau cukor vesztés
[M+3HJ* Dau-Aoa-GFLG-KDEPQARSAR-NH,
\ 704.89
Mw measured: 2112.7
0.75
Mw calculated: 2113.2
0.59
[M+2H]*-130  [M+2HP*
025 Dau cukor vesziés 105733
992.30
0 . 00 ol l b Ll A

400 500 600 700 800 900

1000 1100 1200

1300 m/z

(A Dau cukor vesztése csak a tomegspektroszkopiai mérés koriilményei kdzott megy végbe)

F23. abra — A Dau-Aoa-GFLG-KDEPQARSAR-NH, (B29) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja
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0.7

J B30
0.6 Dau-Aoa-GFL G-KDEPARRSAR-I\H__
0.5+ Ry: 21.08 min
0.4
RL[ **Program table
0.3 000 1.00 200
g 500 1.00 2.00
02 3000 1.00 90.00
Column: Nucleosil 100-5 C18
0.14 MACHEREY NAGEL
i ]
____J____,———‘
0.0 i T T T T T T T T T !
0 5 10 15 20 25 30

f/ min
F25. abra — A Dau-Aoa-GFLG-KDEPARRSAR-NH, (B30) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja

Intens
107 503.93 +MS, 0.0-0.3min £2-21
X
[M+4H]J*-129
Dan cukor vesztés
1.5
B30
Dau-Aoa-GFLG-KDEPARRSAR-NH,
[M+3H]
1.0+ 11456 Mw measured: 2040.7
[M+4H]* Mw calculated: 2041.2
536.18 -
[M+3HP*+-129
Deau cukor veszis
0.54
671.56
%
0.0 T RO

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600  m/z

F26. dbra — A Dau-Aoa-GFLG-KDEPARRSAR-NH; (B30) konjugatum MS spektruma

(A Dau cukor vesztése csak a tomegspektroszkopiai mérés koriilményei kdzott megy végbe)
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0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

A’ZQU

0.3

0.2

0.1

0.0

**Program table
0.00 1.00 2.00
5.00 1.00 2.00

30.00 1.00 90.00

B3l
Dau-Aoa-GFLG-KDEAQRRSAR-NH

Rt: 20.58 min

AN

Column: Nucleosil 100-5C18
MACHEREY NAGEL L_,__—’-"'_FJ
5 10 15 20 25 30

¢/ min

F27. dbra — A Dau-Aoa-GFLG-KDEAQRRSAR-NH; (B31) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja

Intens.
x10’

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0 |

F28. 4bra — A Dau-Aoa-GFLG-KDEAQRRSAR-NH, (B31) konjugatum MS spektruma

724 86

[M+3H]*-129

Dau cukor vesztés

681.86

511.62
[M+4H]*-129

Dau cukor vesztés

543.64

/|

200 400 600 800 1000 1200 1400

+MS, 0.1-0 2min #2-5

[M+3HP

B31
Dau-Aoa-GFLG-KDEAQRRSAR-NH,

Mw measured: 2172.2

Mw calculated: 2171.6

[M+4H]*

i ||| I

fogd el | la

1600 1800 2000 m/z

(A Dau cukor vesztése csak a tomegspektroszkopiai mérés koriilményei kdzott megy végbe)
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1.0 B32
Dau-Aoa-GFLG-KDAPQRRSAR-NH

0.8 -
| Rt: 20.88 min
0.6 -
. **Program table
RN 1 000 1.00 2.00
g )
0.4 500 1.00 2.00

30.00 1.00 90.00

0.2 4 Column: Nucleosil 100-5 C18

| MACHEREY NAGEL L/‘
I —

T | T | L 1 T T T | T
0 5 10 15 20 25 30

0.0

{/ min
F29. abra — A Dau-Aoa-GFLG-KDAPQRRSAR-NH, (B32) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja

Intens.
x 1 07 671.20 +MS5, 0.1-0.4min #2-3
[M+3H]**
714.20
4.0
[M+3H]*-129
Dau cukor vesztés B32
Dau-Ao0a-GFLG-KDAPQRRSAR-NH,
3.0
Mw measured: 2140.2
Mw calculated: 2139.6
2.0
1.0
0.0

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 m/z
F30. 4bra — A Dau-Aoa-GFLG-KDAPQRRSAR-NH; (B32) konjugatum MS spektruma

(A Dau cukor vesztése csak a tomegspektroszkopiai mérés koriilményei kdzott megy végbe)
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0.8 -

0.6

AEQ‘D

0.4 4

0.2 -

0.0

Dau-Aoa-GFLG-KAEPQRRSAR-NH,

Rt: 21.07 min

**Program table
0.00 1.00 2.00
500 1.00 2.00

30.00 1.00 90.00

Column: Nucleosil 100-5 C18
MACHEREY NAGEL

B33

t/ min

20 25 30

F31. dbra — A Dau-Aoa-GFLG-KAEPQRRSAR-NH; (B33) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja

Intens.

x10

2.0 4

L.5 -

1.0 |

0.5 |

0.0 -

F32. 4bra — A Dau-Aoa-GFLG-KAEPQRRSAR-NH; (B33) konjugatum MS spektruma

718.87
[M+3H]

Dau-Aoa-GFLG-KAEPQRRSAR-NH,

Mw measured: 2153.6
Mw calculated: 2154.3

Jnul.ul- Loy

+MS, 0.1-0.4min #2-8

B33

L

200 400 600 8§00 1000 1200

1400 1600 1800 2000 m/z
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B34
204 Dau-Aoa-GFLG-ADEPQRRSAR-NH
1.5 4
Rt: 21.57 min
?ﬂ{ **Program table
104 000 1.00 2.00
500 1.00 2.00
1 3000 1.00 90.00
957 Column: Nucleosil 100-5 C18
| MACHEREY NAGEL
A
0.0 ' T ' T ' T T T T T '
0 5 10 15 20 25

f/min

30

F33. dbra — A Dau-Aoa-GFLG-ADEPQRRSAR-NH; (B34) konjugatum analitikai RP-HPLC kromatogramja

Intens.
10‘;’ +MS, 0.1-0.6min #2-12
X
1.5 671.52
[M+3H]*
714.53
1.25
[M+3H]*-129 B34
Dau cukor vesztés
Dau-Aoa-GFLG-ADEPQRRSAR-NH,
1.0 \
Mw measured: 2040.6
0.75
Mw calculated: 2041.2
Q.5
0.25
0.00L kbl el ll;%l LI

F33. 4bra — A Dau-Aoa-GFLG-ADEPQRRSAR-NH; (B34) konjugatum MS spektruma

200 400 600 800

1000 1200 1400 1600 1800 2000 m/'z

(A Dau cukor vesztése csak a témegspektroszkopiai mérés korilményei kdzdtt megy végbe.
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