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1. Bevezetés

A Nemzetkozi Rakkutatdsi Ugynokség (IARC) legfrissebb tanulmanya a rakos
megbetegedések szdmat 18,1 milliora, a rak okozta hal&lozasok szamét pedig 9,6 millidra
becsiili 2018-ban?, ezzel a rak a masodik leggyakoribb halalozasi ok vilagszerte? (1. abra). Az
elmult évek tendenciait elrevetitve az évente regisztralt uj esetek szama 2040-ig 29,5 milliéra

emelkedhet®.

1. (48 orszag)
2. (43 orszag)
3-4. (22 orszag) *

5-10. (39 orszag)
[ nincsadat [ ] nem felhasznalhaté adat
1. bra. A rak okozta halalozas a vilagon. A szinkdd azt mutatja, hogy az egyes orszdgokban a rak kovetkeztében torténd

halalesetek a haldlozési okok koz6tt hanyadik helyen szerepelnek a 0 és 69 év koz6tti populacidban
(Forrés: Bray, F. et al. CA. Cancer J. Clin. 68, 394-424 (2018).)

A rékos megbetegedések 23,4 %-a és a rak okozta halalozasok 20,3 %-a Eurdpaban torténik,
ugyanakkor Eurdpa a vilag népességének csak a 9 %-at teszi kit. Europan belil a férfiak kozott
a legmagasabb, a ndk kozott pedig a harmadik legmagasabb rdk okozta mortalitas
Magyarorszagon figyelhetd meg*. Ezért a rdkmegeldzés lehetdségeinek tudatositisa és a
kezelési stratégidk fejlesztése kiemelt fontossagl a globalis és hazai egészségugy
szempontjabol.

A kdzponti idegrendszeri daganatok magas letalitasuk és kezelési nehézségeik miatt kiilénosen
komoly problémat jelentenek. A daganatoknak ez a csoportja a gyermekek korosztalyat érinti
a legsulyosabban: a 0 és 14 éves kor kozott kialakulo rakos megbetegedések kozel egynegyede
kdzponti idegrendszeri eredetii®. Az agytumorral foglalkozo kutatasok egyik fokuszpontja
olyan mddszerek kifejlesztése, amelyek kemoterapias gyogyszerek kdzponti idegrendszerbe

juttatasara hatékony megoldast biztositanak.



2. lrodalmi attekintés

2.1. Daganatok

A daganat kontrollalatlanul 0sztdd6 sejtek halmaza, ezen belll akkor beszélhetiink
rosszindulatu daganatrol, vagyis rakos elvaltozasrol, ha a sejtek képesek elhagyni a
keletkezéslk helyét, és metasztazisokat képezni. Bar a joindulatd tumoroknak is lehet karos

hatasa, a potencidlis letalitas elsésorban a rosszindulata dagantokhoz kothetd.

2.1.1. A daganatok kialakulésa

A legtobb daganat monoklonalis eredetli, azaz egyetlen sejtbol alakul ki genetikai valtozasok
felhalmozodasa és klonalis ndvekedés eredményeként. A folyamat harom 1épésbél all°: az elso,
irreverzibilis 1épés az iniciacio, amely soran a sejtben spontdn modon, vagy kiilsé hatdsokra az
osztodast, sejthalalt és differenciaciot érintd6 mutaciok keletkeznek. Az ezt koveté idében
elhuzodo, reverzibilis folyamat a promocid, amely soran a mutédciokat tartalmazo sejtbol
osztddassal klon jon létre. A harmadik Iépés a progresszid, ami a sejtek invazivva (attétképzésre

hajlamossa) valasat, és igy rak kialakulasat eredményezi.

A rikhoz vezetd ut legfontosabb eleme’ az osztodasi homeosztazis felboruldsa: a sejtek
elvesztik az apoptozisra val6 készségiket, képesek lesznek folyamatos ndvekedésre és
osztodasra, a jelatviteli utvonalakon érkezd antiproliferacios szignalokra pedig érzéketlenné
valnak. A folyamat el6rehaladtaval egyre kevésbé jellemzd rajuk a differencialtsag, ez teszi
lehetdvé a fokozott és teljes élettartamuk alatt fennmaraddé mitotikus aktivitast. Emellett
gyakran képesek az egészséges sejteket is a sajat szolgalatukba allitani, példaul érképz6dést
indukalni, ezaltal egy specialis mikrokérnyezetet, un. tumorsztromat hoznak létre az Oket

korulvevo szovetben.

A progresszio stddiumaban megjelenhetnek a kariotipust érintd genetikai valtozasok, példaul
hianyzo és extra kromoszomak, nagyobb léptékii transzlokaciok, vagy akér a tobbsejtmagvuisag
is. Gyakori a sejtmorfologia megvaltozadsa és az adhézidés kapcsolatok sérilése, ami
kulcsfontossagu a rosszindulatu daganat kialakulasaban, hiszen igy a sejtek a vérarammal tavoli

szOvetekbe is eljuthatnak, és ott attéteket képezhetnek.

A karcinogenezis 6ngenerald folyamat, ugyanis az iniciacié soran altalaban a DNS-javito

mechanizmusok is sériilnek, tehat a mutacios rata megnd, ami az osztodasi rata novekedésével
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egyltt extrém mennyiségii mutacido kialakulasahoz vezet. (A legtobb réksejt tobb ezer

pontmutaciot és tobb szaz kromoszémamutaciot tartalmaz.®)

A mutéciok lehetnek a daganat kialakulasahoz érdemben hozz4jaruld driver €s a tumorfejlédés
szempontjabdl kozémbos passenger mutaciok®. Mig az eldbbiek tényleges mikroevolucios
elényt jelentenek, az utobbiak csak akkor terjedhetnek el, ha a driver mutaciokkal azonos
genetikai alloméanyban jelennek meg. A driver mutacioknak két tipusat kilonbdztetjuk meg:
proto-onkogénekbdl funkcionyeréses mutdcio révén kialakulhatnak onkogének, vagy

funkcidvesztéses mutacio révén inaktivalddhatnak korabban miik6dé tumor-szupresszor gének.

A mutécidk mellett epigenetikai folyamatok (a metilacios mintazat vagy a kromatinszerkezet
modosulasai) is kozrejatszhatnak a rak kialakulasaban'®, elsésorban a promécioé soran, az

onkogének és tumor-szupresszorok expresszios szintjének megvaltoztatasaval.

2.1.2. Kemoterapia

A daganatos megbetegedések kezelésére tipustol és stadiumtol fiiggéen kiilonbozo terapias
modszerek (sebészeti beavatkozas, sugarkezelés, immun-, hormon- és kemoterapia), illetve

ezeknek megfeleld kombindcioi alkalmazhatoak.

Az egyik legelterjedtebb mddszer — sokszor miitéti beavatkozast vagy sugarkezelést kiegészitve
—a kemoterapia, amelynek lényege, hogy a beteg szervezetébe intravénasan vagy orélisan
tumorellenes gyogyszert juttatnak. Ezeknek két alapvetd tipusat kiilonboztetjik meg: a

citotoxinok a tumorsejteket elpusztitjak, a citosztatikumok pedig az osztdédasukat gatoljak.

A sejtek fokozott mitotikus aktivitasat kihasznalva a kemoterapias szerek az osztddas (M fazis)
vagy az azt megel6z6 DNS-replikacié (S fazis) kiilonb6zé mozzanataiba avatkoznak be. A
hatdsmechanizmus alapjan lehetnek alkilezd szerek'!, amelyek a DNS-ben keresztkotéseket
hoznak létre, és ezzel a replikacid soran szaltoréseket okoznak, antimetabolitok'?, amelyek az
S fazis soran az (ij DNS-szél szintéziséhez sziikséges enzimeket blokkoljak, antimitotikumok®2,
amelyek az M fazis soran a mitotikus ors6 kialakulasat hiusitjdk meg, vagy topoizomeraz
inhibitorok!*, amelyek a transzkripcid és replikacio utan a DNS szuperhelikalis szerkezetének
relaxaciojat gatoljak, és ekdzben szaltoréseket is eldidéznek. Az alkilez6 szerek és
topoizomerdz inhibitorok citotoxikus hatdsa azon alapszik, hogy a nagy mennyiségben

jelentkez6 szaltorések még a tumorsejtekben is képesek apoptdzist indukalni.

Ez a mechanizmus valamelyest szelektiv, mert az ép sejtekben a térések — a hatékonyabban
miikodé DNS-javitd funkcidknak koszonhetéen — nagyobb eséllyel allitédnak helyre, de a
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kemoterapids szerek ezzel egylitt is szamos kellemetlen mellékhatast okoznak elsésorban a
gyorsan 0sztodo szovettipusokban!! (példaul csontveld, szortiiszd, szaj- €és bélnyalkahartya).
Gyakori a hajhullas, faradékonysdg, hanyinger es hanyas, illetve gyogyszertél fliggéen
kiilonbozd szervek (sziv, maj, vese) is karosodhatnak. A citosztatikumok a csontveldben
gatoljék a vér alakos elemeinek (fehérvérsejtek, vordsvértestek és vérlemezkék) termelését, ami

verszegénységhez és az immunrendszer legyengliléséhez vezet.

A kemoterapia egy tovabbi hatuliitéje a potencidlis masodlagos daganat indukci6®®. A
citotoxinok tumorellenes hatasanak kulcsa, mint lattuk, a DNS karositasa, ezért egyben tumor-

iniciatorok is, ami hosszl tavon akar egy teljesen mas tipusu daganat kialakuldsat segitheti eld.

A gyogyszerek nagyobb dézisban vald alkalmazédsa fokozza a hatékonysagot, azonban a
mellékhatasok sulyossagat is noveli. A mddszer tovabbi korlatja, hogy a tumorsejtek hajlamosak
rezisztenssé valni a rendszeresen adagolt szerekre®. A kezelés kombinalt kemoterapiaval,

vagyis kiilonb6z6 hatasmechanizmusu szerek egyidejii hasznalataval tehet eredményesebbé.

2.1.3. Iranyitott tumorterapia

A kemoterapia mellékhatasainak kikiiszobolése érdekében a kutatasok az utébbi évtizedekben
az iranyitott tumorterapial’ felé fordultak. A cél olyan gyogyszerek kifejlesztése lett, amelyek
nem a gyorsan 0sztodd sejteket tdmadjdk meg altaldban, hanem képesek szelektiven a
tumorsejteken kifejteni a hatdsukat az azokban tulexpresszalodo sejtfelszini struktarak

(jellemzden receptorok) felismerése révénte,

Az iranyitott terapia alapvetd eszkoze a funkciomegosztas, az ilyen célra alkalmazott
konjugatumok és hatdanyag-szallitd rendszerek kiilonb6z6 feladatokat ellatd részekbol:
hatéanyagbol, iranyitd molekulabdl és/vagy hordozobol, illetve az ezeket 6sszekapcsolo
linkerekbdl allnak®. A hatoanyagot alapvetden arra tervezik, hogy a célsejt ellen minél
hatasosabban Iépjen fel, az iranyito molekula felelés azért, hogy a sejteket szelektiven
felismerje és a hatéanyagot ezekbe bejuttassa, a hordoz6 feladata pedig a hatéanyag biol6giai
hozzaférhetéségének ¢€s kontrollalt felszabaduldsanak a biztositasa. Az utobbi két egység
szerepét gyakran egyazon molekula tolti be, méas esetekben nanorészecskéket, példaul
biokompatibilis polimereket vagy liposzoméakat hasznalnak hordozoként, aminek a fellletére

kapcsoljak fel nagy szamban az iranyit6 molekulat®°.

A szelektivitds zaloga az egészséges és a daganatos sejtek kdzotti strukturalis és funkciondlis

kilonbségek ismerete. Olyan receptort kell keresni, amely a tumorsejtek felszinén a normal
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sejtekhez képest joval nagyobb mennyiségben van jelen, emellett nem tal szik a
szubsztratspecifitasa, igy a hatéanyaggal konjugalt irdnyité molekulat is meg tudja kétni, illetve
képes internalizaciora a liganddal egytt. Ha mindez adott, akkor az iranyité molekula és a
receptor kozotti kapcsolddas hatasara receptor-medidlt endocitozis indul meg: a
receptor—konjugatum komplex egy vezikuldba leflizodve a sejtbe jut, ott a konjugatum
ledisszocial a receptorrol, majd lizoszomalis enzimek lehasitjak rola a hatéanyagot (2. 4bra).

Hatéanyag — .
Linker —

I Konjugatum

[ranyitd molekula I

Receptor

1 Konjugatum

?

? Konjugatum

endocitdzis hatéanyag

‘ I Receptor-medialt Szabad

Szabad
hatoanyag

A hatas
kifejtésének helye

A hatas
kifejtésének helye

) ° -
o f Y o
o
Lizoszoma
Tumorsejt Egészséges sejt

2. abra. A szelektiv hatéanyag-célbajuttatds mechanizmusa az iranyitott tumorterapia soran
(Forrés: Mez6, G. et al. Expert Opin. Drug Deliv. 7, 79-96 (2010).)

A receptor internalizacidja nem feltétlenll szlikséges, ebben az esetben azonban olyan linkert
(példaul matrix metalloproteaz-labilis linker?!) kell valasztani, ami biztositja a hatdanyag
felszabadulasat a célsejt fellletén.

Ha ismert egy, a fenti feltételeknek megfelel6 receptor, akkor mar csak megfelel6 (célszeriien
peptid- vagy fehérje-tipusu) iranyitdé molekulat kell hozza valasztani. Ez tértéenhet példaul
fagbemutatassal?® vagy az endogén ligandok receptor-kété doménjének azonositasaval?.

Az elébbi modszer Iényege az, hogy kiilonb6z6 peptidvariansokat kodolo bazisszekvenciakat
illesztenek be fagok burkoldfehérjéinek a génjeibe, igy a fagok felszinén mindig a beillesztett
szakasznak megfeleld peptid expresszalodik, és ezzel egy fag-kdnyvtar jon létre. Az utdbbi
maodszer soran a receptor ismert szubsztratjaiban, illetve adatbazisokbdl kikeresett egyéb
homolog fehérjékben szekvencia-illesztéssel hasonld régiokat keresnek, ezeken belil is

azonositjak az invarians poziciokat, majd a tobbi aminosav mddositasaval nagy szamu
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szekvencia-valtozatot allitanak elé. Végil mindkét esetben a receptorhoz valo kotddést vizsgalo

tesztekkel szelektaljék ki a varidnsok kozil a potenciélis irdnyité molekulakat.

Egy harmadik megkozelités, hogy a receptorhoz, mint antigénhez monoklonalis antitesteket
allitanak el6®*, amik Gn. molekularis tréjai fald6 mechanizmussal makromolekulak
tumorsejtekbe juttatdsara képesek. Az antitestek a célreceptor egy adott molekularészletéhez
képesek szelekitven kotédni és ezaltal endocitdzist indukalni, azonban a felismert epitop
rendszerint nem azonos a receptor ligandk6té doménjével. Fehérje tipusl hatéanyag esetén az
antitestbdl és a hatdanyagbol altalaban fuzids fehérjét allitanak eld, DNS esetén pedig a szallitas

jellemzden antitestekkel funkcionalizalt liposzémaba zarva torténik.

Az iranyitott tumorterépia hatranya, hogy a receptorok szama a tumorsejteken korlatozott, ezért
a gyogyszerkonjugatumok altal kifejtett hatas a dozis emelésével egy bizonyos kiiszéb folott
nem ndvelheté tovabb?®. Erre megoldast jelenthet a kombinalt iranyitott tumorterapia, amely
soran kiilonb6z6 receptorokat felismerd konjugatumokat alkalmaznak egyiittesen, vagy egy

iranyitd molekulédhoz t6bb hatéanyagot is kapcsolnak.

2.1.4. Kdzponti idegrendszeri daganatok

A kozponti idegrendszert, elsésorban az agy kiilonb6z0 teriileteit is megtamadhatja jo-, illetve
rosszindulatil daganat. Megkiilonboztetiink az agy valamelyik szévetében kialakuld elsddleges

és az agyon kivil kialakuld, de attétképzéssel az agyba is bejutd masodlagos agytumorokat.

Az elsédleges rosszindulata agydaganatos megbetegedések korllbelll 80%-&ért a malignus
glioma felelés?®, amely kozponti idegrendszeri glia sejtekbdl alakul ki. A leggyakoribb és
egyben az egyik legagresszivabb tipusa a glioblastoma: az esetek tobb, mint felét teszi ki, és a

betegek korében a median halalozasi idé mindossze 15 honap?’.

A kozponti idegrendszeri daganatok el6forduldsi ardnya gyermekkorban jellemzden magasabb,
mint a felndttek korében. A 14 ¢év alatti populacidoban legtobbet diagnosztizalt malignus

agytumor a medulloblastoma?®,

Az agydaganatok kezelésere legtobbszor sebészeti beavatkozast és sugarkezelést hasznalnak.
Mindkét modszernek vannak hatranyai: a sebészeti eltavolitas mindig rejt magaban kockazatot,
sOt, abban az esetben, ha a daganat til kozel helyezkedik el az agy valamelyik fontos
tertiletéhez, nem is alkalmazhato, a sugarkezelés pedig a memoria és a kognitiv képességek
romlasat okozhatja®®. A két moddszert otvozi a sugarsebészet, amellyel sikeresen

csokkenthetéek a mellékhatasok. Ennek lényege, hogy egyszeri nagy dozissal sugarozzak be
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Kizarolag a daganatos szdvetrészt, amelynek pontos helyzetét orvosi képalkotd6 modszerekkel
(CT, MRI) hatarozzak meg.

A kdzponti idegrendszeri daganatok esetén a kemoterapia alkalmazésa problémékba ltkdzik a
vér-agy gat szelektiv transzportmechanizmusai miatt. A vér-agy gat miikodését és a
kemoterapias szerek kozponti idegrendszerbe juttatasanak lehet6ségeit a 2.2. fejezetben

targyalom részletesen.

2.2. Vér-agy gat

A vér-agy gat a periférias keringést és az agyi extracellularis folyadekot elszeparald
szemipermeabilis rendszer, amelynek funkcidja a kozponti idegrendszer homeosztazisanak
fenntartasa €s a vérbe kertilé toxikus anyagokkal szembeni védelme. A tulajdonképpeni gatat
az agyi kapillarisok faldt alkoté endotélsejtek szokasosnél szorosabb illeszkedése (tight
junction) képezi, ami a sejtek kdzotti paracellularis diffuziot erésen korlatozza, ezzel elsdsorban

a hidrofil vagy nagy molekulatomegii anyagok atjutdsat gatolva.

2.2.1. A vér-agy gaton Kkeresztiil torténé anyagtranszport lehetséges utvonalai

A kozponti idegrendszernek a normal mitkédéshez sziiksége van tapanyag- és oxigénellatasra,
megfeleld ionkoncentracio-viszonyokra, illetve hormonalis szabalyozédsra. A ver-agy gat
feladatai kozé tartozik a fenti folyamatokban résztvevé komponensek szelektiv transzportjanak

lebonyolitasa is a molekulaszerkezetnek és funkcionak megfelel6 Gtvonalakon (3. bra).

A paracellularis utvonal, amely a szervezetben altalaban a hidrofil komponensek széles korti
passziv transzportjat biztositja, a vér-agy gat esetén erésen korlatozott, csak a vizmolekulak és
kis ionok (példaul natrium-, kalium- és kloridionok) szamaéra nyitott. Az ionok szallitasaban és
az idealis koncentracio-viszonyok fenntartasadban ioncsatornak és -pumpak is részt vesznek.

A Kkis lipofil molekuldk (példaul a szteroidhormonok), illetve a légzési gazok passziv
diffazioval szabadon mozoghatnak az endotélsejtek membranjan keresztil. A transzcellularis
diffazio empirikusan megallapitott feltétele, hogy az oktanol-viz megoszlasi hanyados
logaritmusa (logP) 1 és 3 kizé, a molekulatomeg pedig a 450 Da-os kiiszob ala essen®.

Az atdiffundalé molekuldk egy része, példaul bizonyos lipidek, szteroidok és gydgyszer-

hatéanyagok koncentracidgradienssel szemben visszajutnak az apikalis oldalra kiilonb6z6
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efflux pumpak milkodésének koszonhetéen. Ugyanakkor mas anyagok, amelyek hidrofil
jelleguiknél fogva nem képesek atdiffundalni a vér-agy gaton, de nélkilozhetetlenek a kbzponti
idegrendszer szamara, a vérb6l a bazolateralis oldalra szallitddhatnak influx pumpék és
transzporterek kozvetitésével, akar aktiv, akar passziv transzporttal. igy jutnak az agyba a
bioszintetikus épitéelemek (monoszacharidok, aminosavak és nukleotidok), illetve kilonféle

toltéssel rendelkez6 szerves kismolekulak, példaul a ciklikus AMP, a szerotonin vagy a

dopamin®,

Paracellularis Transzcellularis Transzporter Receptor-medialt Adszorpcié-medialt
diffizio diffizio fehérjék transzcitozis transzcitozis
hidrofil lipofil pl giilkaz, pl. inzulin, 1. albuminok

komponensek komponensek aminosavak, transzferrin P

- A nukleozidok 0
\./ \ , « ) A /« +
:/ N ) : = »") . ',’ \ 4 y ¢o,\}
Vér e P ’ ¥
+ X # U— A5 * ==== &=
| 9 E
: : L\ | " A 4
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(tight junction) ' : \ ' }
' ! b ' o
| Camm '
1 1 ' 5, 2
- ' ¢+
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3. dbra. A vér-agy gaton keresztiil torténd transzport lehetséges Gtvonalai
(Forrés: Everts, S. Chemical & Engineering News 85, 33-36 (2007).)

A makromolekuldk szallitasa vezikularis transzporttal torténik az endotélsejteken keresztul.
Egy lehetséges transzportmechanizmus az adszorpcid-medialt transzcitozis, ami pozitiv toltési
peptidekre és fehérjékre jellemz6. Ezek a kationos karakteriik révén képesek az endotélsejtek
felszinét borito glilkokalix negativ toltésii  glilkozaminoglikan-oldallancaival ionos
kélcsonhatasba 1épni®t. Az ilyen modon adszorbealt molekulak egy klatrin-burkos vezikulaba
lefizédnek, a sejtvazrendszer segitségével a bazolateralis membranhoz szallitodnak, és ott

exocitézissal az agyi extracellularis térbe trtlnek.

Receptor-mediélt transzcitdzissal olyan molekuldk juthatnak at a vér-agy gaton, amelyek
ligandjai az endotélsejtek apikalis membranjan expresszalodd és internalizaciora képes
receptoroknak. A transzportfolyamat kezdete egy receptor-medialt endocitozis, ezt kovetden a
ligand-receptor kotdédés megsziinik, a ligand egy kiilon vezikulaba fiizédik, végil a
lizoszomalis degradaciot elkeriilve exocitozissal a kozponti idegrendszerbe jut. A legtdbb
fehérje, példaul az inzulin, az immunoglobulin G, a vas-transzferrin komplex vagy a
lipoproteinek transzportja ezen az Gtvonalon torténik?.
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2.2.2. Gylgyszerek atjuttatisa a vér-agy gaton

A kdzponti idegrendszert megtamado betegségek (agydaganatok kiilonbozé tipusai, Alzheimer-
és Parkinson-kor) kezelésében a vér-agy gat komoly kihivasok elé allitja a gydgyszeripart,
ugyanis szamos elényos tulajdonsaggal rendelkezé hatdbanyag a megszokott formajaban nem
alkalmazhat6. Ennek a vér-agy gaton Kkeresztili csekély transzportjuk az oka, ami
megakadalyozza, hogy egyaltalan eljussanak a célsejtekig és a terapias hatasukat kifejthessek.

Erre a régbta ismert problémara az elsé megoldasok invaziv modszerek voltak: a gyogyszereket
sebészeti beavatkozas soran beinjektaltak vagy belltetett implantatumon keresztiil fokozatosan
adagoltak az agy-gerincveléi folyadékba®?. Ma mar inkabb olyan polimer implantatumokat
hasznalnak, amelyekhez maga a hatéanyag is hozza van kapcsolva, és onnan egyenletesen
szabadul fel a szervezetben®®. Ezeket a terapias mddszereket azonban nagy kockazatuk és

tulzott lokalizaltsaguk miatt igyekeznek egyéb, nem-invaziv eljarasokkal felvaltani.

Béar az alternativ Utvonalak kozil példaul az orrnyalkahartyan keresztil vald bejuttatas
lehetdségét is vizsgaljak, a kutatasok elsdsorban az agy kiterjedt érhaldzatara 6sszpontositanak.
Példaul a véraramban szallitddd gyogyszerek szamara az endotélsejtek kdzotti szoros kapcsolat
hipertonias oldat vagy fokuszalt ultrahang segitségével atmenetileg megnyithat4®2. Ugyanakkor
a szelektivitas hidnya miatt — az eljaras soran nem csak a gyogyszer, hanem barmilyen toxikus

anyag is bejuthat az agyba — igéretesebbek a molekularis szintii megoldasok.

Egy lehetséges Ut a bejuttatasra olyan gydgyszermolekuldk tervezése, amelyeknek
tulajdonsagaiknal fogva jelentds a penetracioja a vér-agy gaton keresztiil. Kis molekulatomegii
hatéanyagokbdl lipofilizacidval, vagyis a polaris molekularészletek apolaris csoportokkal val6
maszkirozasaval el6allithatd olyan Gn. prodrug, ami az endotél sejtrétegen at tud diffundalni, a
kézponti idegrendszerben pedig felszabadul beldle az aktiv agens>. A peptid-, illetve fehérje-tipust

hatbanyagok esetén a kationizacié segitheti eld az atjutast az adszorpcio-medialt Gtvonalon®.

Azonban a fenti megkozelitéssel jaro szerkezeti kotottségek erésen lesziikitik az alkalmazhato
molekulak koret, ezért az 1980-as évektdl kezdve egy nagyobb szabadsagot biztosito modszer,

a hatéanyagok iranyitd6 molekulahoz valo hozzakapcsolasa kerilt a kutatdsok k6zeppontjaba.

Az iranyité molekula (és ebben az esetben egyben hordozd) lehet biologiai entitas, példaul
génterapias viralis vektorokkal igéretes klinikai tesztek vannak folyamatban®®, sot preklinikai

stadiumban mar az immun- és éssejtek vektorként valé alkalmazasaval is kisérleteznek®’.

A masik és egyelore elterjedtebb Gt a molekularis hordozok hasznalata. Specialis modositasokat

tartalmazo rovid peptidek (példaul bizonyos diketopiperazinok vagy N-metilfenilalaninban
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gazdag peptidek) passziv diffizioval®, kationizalt fehérjék és sejtpenetrald peptidek pedig
adszorpcid-medialt transzcitozissal®! képesek hatdanyagot transzportalni az agyba.

A legnagyobb szelektivitds és az atjuttathatd molekuldk legszélesebb skaldja azonban a
receptor-medialt transzcitozishoz kothet. Ebben az esetben az iranyité molekulat ugy kell
megvalasztani, hogy valamely, a vér-agy gat apikéalis oldalan expresszalddo és transzcitozis
beinditasara képes receptorhoz szelektiven kotédjon. Gyakori célpont az inzulin®®, transzferrin®®4
és leptin®®® receptor, illetve az alacsony stirtiségii lipoprotein-receptorok (LDLR) csaladja®%444,

példaul az alacsony siirtiségii lipoprotein receptor-kapcsolt fehérje 1 és 2 (LRP1 és LRP2).

2.3. Angiopep-2

A munkam soran elGallitott konjugatumokban iranyit6 molekulaként egy tizenkilenc
aminosavbol all6 peptidet, az Angiopep-2-t alkalmaztam. Ez a peptid az agytumorellenes
konjugatumokban kétszeres iranyit6 funkciot tolt be, ugyanis az LRP1 receptor ligandja, ami
egyrészt jelen van a vér-agy gat apikalis oldalan, masrészt talexpresszalddik bizonyos tipusd
tumorsejteken. Igy a konjugatum el8szor az agyba szallithato receptor mediélt-transzcitdzissal,

majd ott szelektiven bejuttathatd a tumorsejtekbe receptor-medialt endocitozissal*.

A peptid szekvencidjat (H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-0OH) 2008-ban Demeule és munkatarsai
publikaltak®®, akik egy szerin proteaz inhibitor, az aprotinin fehérje véragygat-penetralo
képességét vizsgaltak. Azt tapasztaltdk, hogy alacsony hémérsékleten vagy denaturalt
formaban az aprotinin transzportja a vér-agy gaton keresztiil jelentdsen lecsdkken, amibdl arra
kovetkeztettek, hogy a folyamat egy receptoron keresztiil zajlik. A receptor és a receptor-koté
domén azonositasahoz az aprotinin szekvenciajat egy fehérje-adatbazis szekvencia-készletével
vetették dssze. A legnagyobb egyezést mutatd human fehérjék mind LRP-ligandnak, a homolég

szekvenciarészletek pedig a Kunitz-tipusu proteadz inhibitor doménnek bizonyultak.

A Kunitz-domén szerepe az LRP altal val6 felismerésben mar korabban ismert volt*’, sét
kisérletileg azt a minimalis szekvencia-reszletet is meghataroztdk, ami a receptorral valo
interakciohoz sziikséges*. Ennek a részletnek egy tizenkilenc aminosav hosszasagu, kibovitett
valtozatat hasonlitottak 0ssze az adatbazisbdl kivalasztott fehérjékben, majd a
szekvencia-illesztésbdl kiindulva kozel szaz peptidvaltozatot allitottak eld €s teszteltek le a vér-
agy gaton valo atjutdas szempontjabol. A screening soran legeredmenyesebbnek talalt

szekvencia kapta az Angiopep-2 nevet.
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Még ebben az évben megsziletett az a cikk? is, amelyben az Angiopep-2-t elészor
kemoterapias gyogyszerhatdéanyaggal konjugalték, és a konjugatum (ANGZ1005) glioblastoma
elleni hatdsossagat sikeresen demonstraltdk. Az elkovetkezd években még két hasonlo
szerkezetli tumorellenes gyogyszer-jeldltet (ANG1007 és ANG1009) allitottak elé mas-mas
hatdanyagokkal®®. A konjugatumok mindegyikében harom gydgyszermolekulat kapcsoltak az
Angiopep-2-re a két lizin oldallanc és az N-terminalis aminocsoportjain keresztil,
borostyankésav vagy glutarsav linkerekkel. A linker és a hatdéanyag kdzott minden esetben

észterkotést alakitottak ki. A konjugatumok szerkezete a 4. abran lathato:
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4. &bra. Az ANG1005, ANG1007 és ANG1009 konjugatumok szerkezete
(Forrés: Ché, C. et al. J. Med. Chem. 53, 2814-2824 (2010).)

Glioblastoma sejtvonalakon végzett in vitro vizsgalatok alapjan valamennyi konjugatum
citotoxicitasa osszemérhetd volt a megfeleld konjugélatlan hatéanyagéval (a harom koziil az
ANG1009 bizonyult a legkevésbé hatasosnak), és in vivo kisérletekben az agyba valo felveétel
sebességi allandoja az ANG1005 esetében 4,8-szor, az ANG1007 esetében 12,4-szer, az
ANG1009 esetében pedig 24,4-szer nagyobb volt, mint a szabad gydgyszermolekulaé®. igy
Osszességében az ANG1005 és ANG1007 konjugatumok joval eredményesebben gatoltak a
tumornévekedést glioblastomas egerekben, mint a hatéanyagok onmagukban®®®l, (Az
ANG1009-r61 nem all rendelkezésre adat.)

Az eldbbi két gyogyszerjeldlt egy kanadai biotechnoldgiai cég, az Angiochem Inc. fejlesztése
alatt all. Az ANG1005 klinikai vizsgalatainak 1. fazisa 2010-re, 1l. fazisa pedig 2017-re

fejez0dott be, a konjugatum toleralhatosagat és tumorellenes hatasat rosszindulat glioman és
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mellrak visszatérd agyi attétein tesztelték®>4, Jelenleg az ANG1005 esetén a lll. fazis, az
ANG1007 esetén pedig az |. fazis vizsgalatai folynak®®.

Az elsé sikeres probalkozasok ota az Angiopep-2-t felhasznaltak kdzponti idegrendszerben
hato fajdalomcsillapitoban (ANG2002%) és mellrak agyi attétei ellen tervezett iranyitott
tumorterapias gogyszerben (ANG4043%") is. Az ANG2002 konjugatumban a peptid C-terminalisara
kapcsoltak egy neurotenzin molekulat, az ANG4043 konjugatumban pedig az N-terminalisra
egy anti-HER?2 antitestet. Mindkét esetben a preklinikai stadium kisérletei zajlanak.

Szamos publikacio sziletett az Angiopep-2 nanorészecskékhez valo kapcsolasardl is, ehhez
liposzdmékat, poli(etilén-glikol)-, poli(s-kaprolaktdm)-polimereket, poli(@amidoamin)-dendrimereket,
termoreszponziv hidrogéleket, szén nanocsoveket, arany nanorészecskéket €s ezek kiilonbdzo
kombinacidit hasznaltak® 4. A nanorészecskék az Angiopep-2-n kiviill gyakran masik, a
tumorsejtekhez nagy affinitast mutato iranyitd molekulat (példaul sejtpenetralé peptidet® vagy
EGFP-EGF1 fuzids fehérjétt) és hatdanyagot (példaul doxorubicint®®® vagy terapias gént®?)
is tartalmaztak. Az in vitro és in vivo vizsgalatok azt mutatjak, hogy a multifunkcionalizalt

nanorészecskek képesek szelektiven és jo hatékonysaggal célozni az agyi daganatos sejteket.

2.4. Daunomicin

Az altalam el6allitott konjugadtumok kemoterapias hatéanyagként daunomicint, vagy mas néven
daunorubicint tartalmaztak, amely a gyogyszerpiacon hidroklorid s6 formajaban kaphatd
Cerubidine néven. A daunomicin molekuldjaban (5. abra) egy kondenzalt gytris
aglikonrészhez egy monoszacharid, az L-daun6zamin kapcsolddik.

O OH O

aglikon rész

L-daun6zamin

5. abra. A daunomicin szerkezeti képlete

Elészor 1959-ben izolaltak a Streptomyces peucetius baktériumfajbél, ami tobbféle citotoxikus

antibiotikumot, koztik daunomicint termel a konkurens mikroorganizmusok ellen. Klinikai
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alkalmazasat az Amerikai Egyesiilt Allamokban 1979-ben engedélyezték®, és jelenleg is

szerepel az Egeszséglgyi Vilagszervezet alapveté gyogyszereket tartalmazo listdjan az

-sez

Tumorellenes hatasanak a kulcsa az, hogy a DNS-sel interkalacié révén komplexet képez, és
ezzel beavatkozik a topoizomeraz II enzim mikodésébe. A topoizomeraz Il a DNS
transzkripcio és replikacio utani szuperhelikalis szerkezetét bontja meg a DNS kettéhasitasaval,
,»Kibogozasaval”, majd visszaligaldsadval. A daunomicin DNS-hez vald kotédése ezt az utolsod
ligacios lépest gatolja, és igy egyrészt kétszali toréseket hagy a DNS-ben, masrészt

megakasztja a mitozis folyamatat, tehat citotoxin és citosztatikum is egyben.

Mint a kemoteradpias hatéanyagok altaldban, a tumorsejtek mellett a gyorsan 0szt6do
egészséges sejteket is karosithatja®. Legstlyosabb mellékhatasa, hogy kardiotoxikus, nagy

mennyiségben pangasos szivelégtelenséget okozhat®’.

A mellékhatasok csokkentése érdekében a daunomicin 0Osszekapcsolhaté a célzott
sejtbejuttatast biztositd iranyitdé molekuldkkal, az eddigi kutatdsok sordn ehhez peptideket
(példaul GnRH® vagy oligoarginin®) és antitesteket (példaul OV-TL16") hasznaltak. A
daunomicinben két konjugéciora alkalmas funkcids csoport taldlhaté: a daun6zamin
amincsoportjan keresztul amidkétés, az aglikon rész 13-as szénatomjan talalhatd oxocsoporton

keresztiil pedig hidrazon- vagy oximkdétés alakithato ki’ (6. abra).

hidrazon-, vagy oximkotés

0] OH O

NH, amidkotes

6. dbra. A daunomicin konjugalasra alkalmas funkcios csoportjai

Amidkotés eseten az idealisnél stabilabb konjugatumhoz jutunk, amibdl a célsejtben mérsékelt
hatékonysaggal szabadul fel a tumorellenes komponens, a hidrazonkétés pedig savas (< 5)
pH-n bomolhat, ami megneheziti a konjugatum tisztitasat. Ezért a munkam soran a daunomicin
iranyité molekulara val6 kapcsolasahoz az oximkotést valasztottam. Ez a kotéstipus viszonylag
stabil, ezért a konjugatumokbdl a lizoszomalis degradacio soran nem a szabad hatbanyag,

hanem annak kiilénboz4 aktiv metabolitjai szabadulnak fel’?.
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3. Célkitiizések

A szakdolgozat-témam olyan agytumorellenes peptid-hatéanyag konjugatumok eléallitasa volt,
amelyek képesek a vér-agy gaton keresztill a kdzponti idegrendszerbe jutni, majd ott a
daganatos célsejtekbe szelektiven internalizalddni, és igy alkalmasak lehetnek iranyitott

tumorterapias célokra.

Iranyitd molekulaként az Angiopep-2 peptidet, hatdéanyagként pedig a daunomicint
valasztottam. A daunomicint a peptid aminocsoportjaihoz aminooxiecetsav-linkeren keresztil,
oxim-kotés Kkialakitasaval kapcsoltam. Az Angiopep-2 a két lizin oldallanchan és az
N-termindlison is tartalmaz aminocsoportot, igy maximalisan harom hatéanyag-molekulaval
konjugélhatd. Az osszes olyan kordbbi publikacioban®64%50 amelyben Angiopep-2 iranyito
molekulat hasznaltak és az aminocsoporton keresztll valé konjugalast valasztottak, a harom
aminocsoport mindegyikéhez kapcsoltak hat6anyagot, és ezt a dontést nem indokoltak

részletesen.

Pedig az, hogy maximalisan hany hatdanyag tud felszabadulni a konjugatumbal, csak egy a sok
tényez6 kozil, ami szerepet jatszik a citosztatikus hatas kialakitdsdban. Egy Gjabb hatéanyag
felkapcsolasa sztérikusan learnyékolhatja az iranyitdé molekulat, megvaltoztathatja annak a
térszerkezetét és maszkiroz egy amino funkciés csoportot, amely maédosulasok akar a
receptor-ligand kotédés gyengiiléséhez vagy a lebontast végzd lizoszomalis enzimek
aktivitdsanak csokkenéséhez vezethetnek, és igy 0Osszességében negativ irdnyba is
befolyasolhatjak a tumorellenes hatast. Ezért a munkam soran arra a kérdésre kerestem a
valaszt, hogy feltétleniil a haromszoros konjugéacié jelenti-e a leghatékonyabb megoldast az
Angiopep-2 iranyito peptid esetén.

Ennek megfeleléen a célom az volt, hogy az 6sszes lehetséges, egy, kettd vagy harom
hatéanyagot tartalmazo Angiopep-2-daunomicin konjugatumot eldallitsam (ez a kontrollként
hasznalt konjugalatlan Angiopep-2-vel egyiitt dsszesen 23=8-féle kombinaciot jelent), majd
ezeket a biologiai aktivitasuk szempontjabdl dsszehasonlitsam.

Ezen belil a céljaim kozott szerepelt:

e Az Angiopep-2 peptid (a TFFYGGSRGKRNNFKTEEY szekvencia) szintézise
kiilonb6z6 védbcsoport-kombinaciokkal, majd ezekbdl a nativ Angiopep-2 és a hét
kiilonb6z6, daunomicinnel valé konjugalasra alkalmas aminooxiacetil-szarmazék

eloallitasa
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Egy, kettd6 vagy harom daunomicin-molekula kemoszelektiv ligicidja az
aminooxiacetilezett szarmazékokhoz

A nativ peptid és a konjugatumok in vitro citotoxikus és citosztatikus hatasanak
vizsgalata MTT-teszttel huméan glioblastoma sejteken

A konjugatumok in vitro sejtbejutési hatékonysaganak mérése aramlasi citometriaval,
human glioblastoma sejteken

A nativ peptid és a konjugatumok térszerkezetének 6sszehasonlitisa cirkularis
dikroizmus spektroszkdpia segitségével

crer

metabolitok azonositasa LC-MS-sel
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznélt anyagok

Az 0Osszes aminosav-szarmazekot, a Wang-gyantat, illetve a N,N'-diizopropilkarbodiimid
(DIC), benztriazol-1-il-oxi-trisz(pirrolidino)foszfénium-hexafluorofoszfat  (PyBOP)  és
trifluorecetsav (TFA) reagenseket az Iris Biotech GmBH (Marktredwitz, Németorszag) cégtol
vasaroltuk. A felhasznalt Boc-aminooxiecetsav (Boc-Aoa-OH), 1-hidroxibenztriazol (HOB),
4-dimetilaminopiridin (DMAP), N,N-diizopropil-N-etilamin (DIEA), triizopropilszilan (TIS)
és hidrazin-hidrat a Sigma Aldrich Kft. (Budapest, Magyarorszag) terméke volt. Az
aminooxiecetsavat (H-Aoa-OH-1/2HCI) és 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundek-7-ént (DBU) a TCI
Europe N.V. (Zwijndrecht, Belgium), a piperidint a Molar Chemicals Kft. (Budapest,
Magyarorszag), a K-Oxymat a Novabiochem (Darmstadt, Németorszag) cégtol szereztiik be. A
daunomicin-hidroklorid az IVAX (Budapest, Magyarorszag) ajandéka volt. A szintézishez és
tisztitashoz hasznalt 6sszes oldoszert a VWR International Kft.-tél (Debrecen, Magyarorszag),
mig a tomegspektrometrids mérésekhez oldoszereket a Sigma Aldrich Kft.-t61 (Budapest,
Magyarorszag) vésaroltuk. Az oldoszerek minden esetben analitikai vagy az elérhetd
legnagyobb tisztasaglak voltak.

4.2. Az Angiopep-2 és a linkerrel funkcionalizalt szarmazékok szintezise

4.2.1. Szilardfazisu peptidszintézis

A nativ peptidhez es a konjugatumokhoz az Angiopep-2-szekvenciat kémiai peptidszintézissel
épitettem fel.

Ennek két alapvetd modjat kiillonboztetjiik meg: az oldat- és a szilardfazisu peptidszintezist.
Oldatfazisban peptidek nagy mennyiségben és olcson allithatéak eld, azonban a moddszer
id6igényes, mert minden Iépés utan izolalni kell a terméket, emellett a Kitermelés hossz(
szekvencidk esetén rendszerint igen alacsony. A szilardfazisa peptidszintezis kéltségesebb,
ugyanakkor egyszeriibb, gyorsabb €s hatékonyabb eldallitast tesz lehetové, ezért ma mar

elsdsorban ezt alkalmazzak.
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A modszer lényege, hogy az aminosavakat egyesevel épitik be a C-terminalis fell az
N-termindlis felé haladva, Un. 1épésenkénti (stepwise) szintézissel, mikézben a novekvod
peptidlanc végig egy szilard gyantahoz van kovalensen rogzitve’. A kémiai reakciok a
szilard-folyadék fazishataron jatszddnak le, a reagensek feleslege, illetve a melléktermékek
pedig az egyes lépések utan sziiréssel egyszertien eltdvolithatdak a gyanta mellél. Mivel ilyen
maodon nincsenek koztes izolalési 1épések, fontos, hogy a kapcsolasok magas konverzidval

menjenek végbe, amit a reagensek nagy feleslegben valé alkalmazasaval érnek el.

Egy karboxil- és egy aminocsoport kdzott spontdn kondenzécio, hanem sav-bazis reakcio
jatszddik le, ezért amidkotés kialakitasahoz a  felkapcsolni  kivant aminosavak
karboxilcsoportjat (jellemzden in situ aktivészter-képzéssel) aktivalni kell. Emellett, hogy
val6ban csak a kivant szekvencianak megfelelé termék keletkezzen, és ne épiilhessen be egy
aminosav egy kapcsolas soran tobbszor, szilkség van az aminocsoport ideiglenes védelmére is.
A moddszer egy harmadik fontos kovetelménye, hogy az oldallanc-funkciés csoportok a
szintézis soran végig maszkirozva legyenek, ugyanis ennek hianyaban a feleslegben

alkalmazott reagensek az oldallancokon mellékreakciokat indithatnak be.

SEG:

PG on * @
1. Az els6 aminosav
felkapcsolasa a gyantéra

SPG;
TI;’G\ A‘ X~Linker-Q
o

-~ 2. Az ideiglenes N-terminalis

véddesoport eltavolitasa

N HZ‘)\er—Lmker-O
O

TRG (o]

n ciklus < v l 3. A kovetkezd N-termindlis védett és C-terminalis
R, aktivalt aminosav-szarmazék felkapcsolasa
SPG; SPG,
o R

,NHW)LNHJ\H,X-Linker'O
TPG

Ra O
SPG,

4. A védoesoport hasitas (2. 1épés) és a kapesolas
i (3. 1épés) ismétlése n cikluson keresztiil

5. Hasitas a gyantardl és a szemi-permanens
0 -gyanta i oldallanc-védécsoportok eltavolitasa

TPG — ideiglenes védocsoport Rz o1 R
_ im edéce - XH
SPG — szemi-permanens védéesoport NH N NHJ\I(
X —NHvagy O o 3 o)
n

Y — aktivald csoport

7. dbra. A szilardfazisu lépésenkeénti peptidszintézis menete
(Forrés: Qvit, N. etal. J. Vis. Exp. 11, 53589-53602 (2016).)
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A szintézis részletes menete (7. abra) tehat a kovetkez6: az N-terminalis védett elsé aminosav
karboxilcsoportjat egy megfeleld linkeren keresztul, amid- vagy észterkotés kialakitasaval a
gyantdhoz kapcsoljak (1. 1épés). Ezt kovetden a kivant szekvenciat aminosavanként felépitik
egy ismétlodd protokollt kovetve: az utoljara beépitett aminosavrol eldszor eltavolitjak az
ideiglenes N-termindlis-véd6csoportot (2. 1épés), majd a szabadda valt aminocsoporthoz a
kovetkez6 aminosavat N-termindlis védett, C-terminalis aktivalt formaban hozzakapcsoljék
(3. 1épés). A szintézis befejezése (4. lépés) utan egy lépésben lehasitjak a kész peptidet a
gyantardl és eltavolitjak az oldallancokrdl a szemi-permanens védécsoportokat (5. 1épés).

A kapcsolasi reakciok sikerességét Kaiser-teszttel’® ellendrzik a szabad aminocsoportok
ninhidrinnel adott jellegzetes kék szinreakciojat (8. abra) kihasznélva. Ha a gyantaszemek és
az oldat szine a teszt sordn nem valtozik, az azt jelzi, hogy nincsenek jelen szabad
aminocsoportok, vagyis a tesztet megel6z6 kapcsolas maradéktalanul végbement. Ha azonban
a kék szin megjelenik, akkor a kapcsolas utan még maradtak elreagalatlan aminocsoportok, igy

azt meg kell ismételni.

0 OH O
R R
2 g: * )\H/Peptid O‘ N N O)\WPeptid + 3 Hy0
\ o Y / 0
0 o o

8. dbra. A Kaiser-teszt soran lejatsz6dé reakcio

Az a-aminocsoport ideiglenes védelmére két funkcids csoport, a terc-butiloxikarbonil (Boc)-
és a 9-fluorenilmetoxikarbonil (Fmoc)-csoport van hasznalatban, ezek egyben a szilardfazisu

peptidszintézis két alapvetd technikajat, a Boc/Bz1”™ és Fmoc/tBu’® stratégiat is meghatarozzak.

Az Angiopep-2 peptidnek és szarmazekainak szintézisét Fmoc/tBu technikaval végeztem,
ehhez egyiittesen 1,5 g, 0,45 mmol g kapacitasi Wang-gyantat hasznaltam.

A szintézis sorén a kovetkez6 protokollt kovettem:
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1. tblazat. Az Fmoc/tBu stratégia protokollja

Miivelet Reagens és/vagy olddszer Ido‘:)aer:gm /
! duzzasztas DMF 30
- , 2 ekv. aminosav-szarmazék +
aminosav
kapesolas | 5 o1\, "DIC + 0,2 ekv. DMAP / DMF 180
mosas DMF 3x0,5-1
Fmoc-hasitas 2% piperidin + 2% DBU / DMF 2+2+5+10
, DMF 3% 0,5-1
MOSA&s
DCM 2x 0,5-1
919 Kaiser-teszt KCN-, fenol- és ninhidrin-oldatok 3
aminos;av mosas DMF 3x0,5-1
kancsolas 3 ekv. aminosav-szarmazék + 60
P 3 ekv. HOBt + 3 ekv. DIC / DMF
, DMF 3% 0,5-1
MOSAas
DCM 3x 0,5-1
Kaiser-teszt KCN-, fenol- és ninhidrin-oldatok 3

A masodik aszparagin felkapcsolasatol kezdve a standard Fmoc-hasitéelegyhez HOBt-t is
adtam 0,1 M koncentrécidban, és 2 + 2 + 5 + 10 perc helyett 5 + 5 + 10 + 10 percig végeztem

a véddéesoport-hasitast.

A Kaiser-tesztek elvégzésekor néhany kivett gyantaszemhez 2-3 csepp ninhidrin- (2,5 g
ninhidrin / 50 ml absz. EtOH), fenol- (40 g fenol / 10 ml absz. EtOH), és KCN-oldatot (1 ml
0,01 M KCN-oldat 49 ml piridinnel higitva) adtam, majd 3-5 perces 104 °C-on torténd
melegités utan figyeltem meg a gyantaszemek és az oldat szinét. Az els6 lizin felkapcsolasat
kovetéen a teszteket mar 1,5 perc utan ellendriztem, mert ennél hosszabb ideig varva az

Mtt-védéesoport lehasadhat, és igy fals pozitiv eredmény adddhat.

A protokollban szereplé elsé Kaiser-teszt nem kotelez6 1€pés, célja csupan az Fmoc-hasités
sikerességének ellendrzése. A hasitas utan értelemszeriien szabad aminocsoportok jelenlétét,

vagyis a gyantaszemek megkékulését vartam, és minden esetben ezt is tapasztaltam.
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4.2.2. A szintézis menete

Az Angiopep-2 és a hét konjugatum mindegyikehez a H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH
szekvencidju peptidvazat szintetizaltam meg, de négyféle kiillonb6z6 véddcsoport-, majd pedig
nyolcféle kiilonbozd linker-kombinacioval. Igy az eldallitas elsd szakaszaban a késziild
peptideket egyutt tudtam kezelni, majd a szintézist fokozatosan nyolcfelé &gaztattam a
13. 4branak megfeleléen. Ugyanezen az &brén lathatoak az eléallitott anyagok kodjai is.

A Kkilencedik aminosav beépitéséig a TAO001-TAO08 peptidek szintézise egyitt tortént, a

masodik lizin felkapcsolasa el6tt azonban a gyantat 7:8 tdmegaranyban kettéosztottam.

A kisebbik (700 mg tomegli gyantat és az ehhez kotott peptidszarmazékot tartalmazo) részt a
TAO001-TA003 ¢s TAO00S5 peptidek eldallitasara hasznaltam fel, ezért a szekvenciat Fmoc-
Lys(Boc)-OH aminosav-szarmazékkal folytattam. A négy peptidet egészen a tizennyolcadik
aminosavig egyiitt szintetizaltam, majd a tizennyolcadik aminosav felkapcsolasat kovetden a

gyantat 3:4 aranyban Ujra két részre osztottam.

A TAO001 és TA002 peptidek szintézisét a kisebb gyantarészleten (300 mg) folytattam. Ebben
az esetben a szekvenciat Boc-Thr(tBu)-OH aminosavval fejeztem be, és a kapcsolds utan a
gyantat 1:2 aranyban tovabbosztottam: a gyanta % részét (100 mg) a TAO00L, § részét
(200 mg) pedig a TA002 peptidhez hasznaltam fel.

A TAO003 és TAQ0O05 peptideket a 3:4 ardnyban szetosztott gyanta nagyobbik (400 mg tomegii)
részletén szintetizaltam tovabb, és utolsé aminosavként Fmoc-Thr(tBu)-OH-t kapcsoltam.
Innent6l a TA003 és TA005 peptid elballitasat kiilon-kilon folytattam, ezért a gyantat 1:1
aranyban (200-200 mg) még egyszer kettészedtem.

A kilencedik aminosav utan 7:8 aranyban elosztott gyanta nagyobbik részletét
(800 mg) a TA004 és TAO006-TA008 peptidek szintézisére forditottam. A négy peptid
szintézisUtja — a masik négyhez hasonléan — az utolsé el6tti aminosavig megegyezett. A
maéasodik Fmoc-Phe-OH beépitése utan a gyantat a masik aghoz hasonloan két részre osztottam,

de itt egyenld (1:1) ardnyban.

A gyanta egyik felén (400 mg) a TA004 és TAO06 peptidek szintézisét folytattam
Boc-Thr(tBu)-OH aminosavval. Az utolsé aminosav felkapcsolasat kovetden a gyantat megint
csak két egyenl6 (200-200 mg-nyi) részre osztottam, a tovabbiakban az egyik részen TA004, a

masik részen pedig TA006 szerkezetének megfeleld pozicidkba keriilt linker.

A tizennyolcadik aminosav utan szétosztott gyanta mésik felét (szintén 400 mg) a TAOQ7 és

TAO008 peptidekhez hasznaltam fel. Ebben az esetben a szekvencia szintézisét egy-egy
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Fmoc-Thr(tBu)-OH aminosav kapcsolasaval zartam, majd a TA0O7 és TA008 kozott a masik

aghoz hasonl6an megfeleztem a gyantét (200-200 mg).

A szintézis kiillonb6z0 szakaszaiban hasznalt reagenseket és bemérési mennyiségeket a

Flggelék F1-F7. tAblazataiban tlintettem fel.

4.2.3. Védocsoportok szelektiv hasitasa

A tizenkilenc aminosavbdl all6 peptidvaz szintézise utdn az egyes peptidekrél szelektiven
lehasitottam azokat a védGcsoportokat (Fmoc és/vagy 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociklohex-1-ilidén)-3-etil
(Dde) és/vagy 4-metiltritil (Mtt)), amelyeknek a helyére aminooxiecetsav-linkert, késébb pedig
daunomicin-hatéanyagot terveztem beépiteni. Az Fmoc-hasitds ugyanugy tortént, mint a
szintézis korabbi szakaszaban, a Dde- és Mtt-csoportok hasitdsdnak protokolljat pedig a 2. és

3. tablazat foglalja dssze:

2. tdblazat. Az Mtt-hasitas protokollja

Miivelet Reagens és/vagy oldoszer Id6tartam / perc
mosas DCM 3x0,5-1
hasitas 1% TFA / DCM 2-3
mosas DCM 2x 0,5-1

semlegesités 10% DIEA / DCM 4x 1
mosas DCM 4x 0,5-1
Kaiser-teszt KCN-, fenol- és ninhidrin-oldatok 1,5
3. tdblazat. A Dde-hasitas protokollja

Miivelet Reagens és/vagy oldoszer Id6tartam / perc
mosas DMF 3x0,5-1
hasitas 2% hidrazin-hidrat / DMF 8x 5

DMF 2x 0,5-1
Mosas
DCM 2x 0,5-1
Kaiser-teszt KCN-, fenol- és ninhidrin-oldatok 15

Az Mtt-csoport hasitasa soran a 2-3. Iépést addig ismételtem, amig a hasitoelegy sargult, ez

0sszesen 3-4 orat vett igénybe. A hasitas vége felé mar hosszabb idore, akar 15 percre is rajta
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hagytam a hasitoelegyet a gyantan. Ezt a hosszas eljarast a kutatocsoport korébbi tapasztalatai
alapjan valasztottam a mellékreakciok kikliszobolésének céljabol.

c gy

nem hasitottam védécsoportot, a TA002, TA003 és TA004 peptidekrdl egy Mtt-, Fmoc-, illetve
Dde-csoportot, a TA00S5, TA006 és TA007 peptidekrdl pedig Dde, majd Mtt, Fmoc, majd Mtt,
illetve Fmoc, majd Dde kombinacidkban két véddcsoportot tavolitottam el, végiil a TA0OS

peptiden Fmoc-, Dde- és Mtt-hasitast is vegeztem.

4.2.4. Linker-kapcsolas

A lehasitott védécsoportok helyére aminooxiecetsav-linkereket kapcsoltam, igy egyszeresen,
kétszeresen és haromszorosan funkcionalizalt peptidszarmazékokhoz jutottam. A
4. tblazatban a kapcsolas menetét, a Fliggelék F8. tablazataban pedig a Boc-Aoa-OH-bdl és a

kapcsoloszerekbdl bemért mennyiségeket tiintettem fel.

4. tablazat. A Boc-Aoa-OH kapcsolasanak protokollja

Miivelet Reagens és/vagy oldoszer Id6tartam / perc
mOosas DMF 3x0,5-1
5 ekv. Boc-Aoa-OH + 5 ekv.
kapcsolas K-Oxyma + 5 ekv. PyBOP + 10 ekv. 180-300
DIEA / DMF
, DMF 3% 0,5-1
Mosas
DCM 3x0,5-1
Kaiser-teszt KCN-, fenol- és ninhidrin-oldatok 1,5

Azokban az esetekben, amikor egynél tébb aminooxi-csoport beépitése volt sziikséges,
jellemzden legalabb egyszer meg kellett ismételni a kapcsolast.
4.2.5. Hasitas a gyantarol

A kész peptidszarmazékok gyantardl vald hasitasat és a meg kotott oldallanc-védécsoportok
eltavolitasat TFA-val végeztem kationfogok (2,5 tf% viz és 2,5 tf% TIS) jelenlétében. TA0O1
eseten 3 ml, TA002-TA008 esetén pedig 5-5 ml hasitéelegyet hasznéltam, amely az
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aminooxi-csoportokra vonatkoztatva 10 ekvivalens szabad aminooxiecetsavat is tartalmazott.

A hasitéelegyek pontos 0sszetételét a Fuggelék F9. tAblazata mutatja be.

Miutén a reagenseket hozzdadtam a gyantahoz, a reakcioelegyet 15 percig jeges-vizes fiirdében,
majd 75 percig szobahémérsékleten kevertettem. A hasitas lejatszodasa utan az elegyet
tizszeres térfogatt hideg dietil-éterbe szlirtem, a kicsapodott nyersterméket centrifugalassal
(5 perc, 4400 rpm) Ulepitettem, az étert dekantaltam, majd a folyamatot még 2x 30 ml éterrel
megismételtem. Ezt kovetden TAO01-et desztillalt vizben, a tobbi peptidszarmazékot pedig B

eluensben oldottam, és folyékony nitrogénben fagyasztva liofilizaltam.

4.3. Konjugalas daunomicinnel

A TA002-TA008 peptideket nagyhatékonysagu folyadadkkromatografias rendszerrel (HPLC)
torténd tisztitas (Id. 4.4.1. fejezet) utdn az aminooxi-csoportokon keresztiil daunomicin
hatéanyaggal konjugéltam. A daunomicint kozvetlenll a HPLC-r6] 6sszegytijtott frakciohoz
adtam a linkerekre vonatkoztatva 1,5-2 ekvivalens mennyisegben. A reakcioelegyrdl rotacios
vakuumbepérlon ledesztillaltam az olddszer nagy részét, a kapott sététpiros oldatot 0,2 M
NaOAc / AcOH pufferrel (pH = 5,1) 10 mg ml? koncentraciéra higitottam, majd

szobahOmeérsékleten kb. 15 oran at kevertettem.

4.4. A peptidek és konjugatumok tisztitasa

A peptidek és konjugatumok tisztitasa, illetve analizise RP-HPLC-vel tortént, a futtatasokat
2 db K120 pumpabol, nagy nyomast keverdegységbdl, kézi injektorbol, K2501 tipusu
monokromatoros UV detektorbdl és adatgyiijté szoftverbdl allo6 Knauer (Bad Homburg,

Németorszag) HPLC rendszeren végeztem.

A futtatasok soran gradiensellciot alkalmaztam, amit kétféle eluens, A (0,1% TFA / desztillalt
viz) és B (0,1% TFA / acetonitril és desztillalt viz (80:20 tf%) elegye) idében valtozo
Osszetételli keverékével valositottam meg. Az oszloprol eludloddé komponenseket
spektrofotometriasan detektaltam 4 = 220 nm hullamhosszon, és a 0,2-0,5 feletti abszorbanciat

mutatd csucsokat gylijtottem (manudlisan).

-26 -



4.4.1. Tisztitas preparativ HPLC rendszeren

A nyers peptidekszarmazékokat (kiveve TAO001) és konjugatumokat preparativ HPLC-vel
tisztitottam GL Sciences Inertsil ODS-3 (250 x 20 mm; 10 pm részecskeméret, 100 A

porusmeéret) oszlopon, az alabbi programmal:

5. tablazat. A preparativ HPLC-vel végzett tisztitas futtatasi programja

688 § s Aramlési seb_elsség/ Eluens-tsszetetel /
ml perc % B
0 16 5
5 16 5
50 16 75

A peptideket A és B eluens kb. 3:1 aranyu elegyében oldottam a futtatdshoz, a konjugatumok

esetén pedig magat a reakcidelegyet injektaltam fel a konjugalasi 1d6 lejarta utan.

4.4.2. Tisztitas szemipreparativ HPLC rendszeren

A konjugatumokban az elsO, preparativ HPLC-n torténd tisztitas utdn tOmegspektrometrias
meéréssel (Id. 4.5.1. fejezet) altalaban még mindig kimutathatoak voltak szennyezdk, ezért
tovabbi tisztitasi 1épésekre volt sziikség, amiket a konjugatumok 8-10 mg-javal szemipreparativ

HPLC-n végeztem el. A TAO0O1 peptid teljes tisztitdsa szemipreparativ rendszeren zajlott.

Mivel az analitikai vizsgalatok soran kideriilt, hogy a szennyezdok egy része csak C18, mas része
pedig csak C4 forditott fazison valik el, ezért mindkét tipusu oszlopon (C18: GL Sciences
Inertsil ODS-3 (250 x 10 mm; 10 um részecskeméret, 100 A porusméret), C4: Phenomenex
Jupiter (250 x 10 mm; 10 um részecskeméret, 300 A poérusméret)) megtisztitottam a
konjugatumokat. A kétféle forditott fazishoz hasznalt futtatdsi program a 6., illetve

7. tdblazatban olvashato:

6. tablazat. A szemipreparativ HPLC-vel C18 fordiott fazison végzett tisztitas futtatasi programja

66§ aite Aramlaési sebﬁsség/ Eluens-osszetétel /
ml perc % B
0 4 15
5 4 15
50 4 90
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7. tablazat. A szemipreparativ HPLC-vel C4 fordiott fazison végzett tisztitas futtatasi programja

688 § s Aramlési seb_elsség/ Eluens-tsszetetel /
ml perc %B
0 4 15
5 4 15
10 4 30
50 4 45

A tiszta konjugatumokat tartalmazé frakciokat fagyasztas utan liofilizalassal szaritottam.

A TAO007 és TAO08 konjugatumokat szamos kiilonb6zd programmal végzett tisztitasi 1épés
soran sem tudtam a szilikséges tisztasaggal eldallitani, ezért ezeket a késObbiekben

Ujraszintetizaltam csak Boc- és Dde-csoportokat hasznalva az aminocsoportok védelmére.

4.5. Analitikai vizsgalatok

4.5.1. Tomegspektrometrias méerések

A HPLC-futtatasok utan tomegspektrométerrel vizsgaltam, hogy melyik frakcio tartalmazza a
terméket, és kimutathatdak-e mellette szennyez6 anyagok. (Vagyis azt is megtudtam a
mérésekbol, hogy a peptidek esetén melyik frakcioval kell a konjugalasi reakciot elvégezni, a
konjugatumok esetén pedig szlikségesek-e tovabbi tisztitasi Iépések.)

A peptidszarmazékokat, illetve konjugatumokat tomegspektrometrias azonositasa Bruker
Daltonics Esquire 3000 Plus tipust készuléken (Bruker Daltonics, Billerica, USA) tortént
elektrospray ionizdtor és ioncsapdds analizator segitségével. A  termékeket
0,1% ecetsav / acetonitril és viz (50:50 tf%) elegyben oldottuk fel a méréshez. A spektrumok
felvétele pozitiv modban, 10 pl / perc sebességii mintaadagolas mellett, 50-2000 tomeg / toltés

tartomanyban folyt.

4.5.2. Analitikai HPLC rendszerrel vegzett vizsgalatok

A késztermékek tisztasdgarol az MS-méres mellett analitikai HPLC rendszeren végzett
futtatassal gy6zédtem meg. Arra is alkalmas volt az ilyen tipust analitikai vizsgalat, hogy a

tovabbi tisztitdsokhoz a megfeleld forditott fazist €s programot kivalasszam.
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A kromatogramok felvételéhez Nucleosil 100-5 C18 (250 x 4,6 mm; 5 um részecskeméret;
100 A pérusméret) és Vydac 214TP C4 (250 x 4,6 mm; 5 um részecskeméret; 300 A

porusmeéret) oszlopokat, illetve a 8. tablazatban bemutatott programot hasznaltam:

8. tablazat. Az analitikai HPLC-vel végzett tisztasag-vizsgalatok futtatasi programja

1d6 / perc Aramlasi seb_elsség/ Eluens-0sszetétel /
ml perc % B
0 1 2
5 1 2
30 1 90

A tiszta termékek MS spektrumai és analitikai HPLC kromatogramjai a Fggelék

F1-F24. abrain megtalalhatoak.

4.6. Kitermelések

A 9. tablazat foglalja 6ssze a konjugatumok kitermeléseit a teljes el6allitasi folyamatra nézve

és az ezek meghatarozasahoz szilkséges adatokat (Mszennyezett konjugatum: @ Konjugalas és preparativ

HPLC-vel vald tisztitas utani tbmeg, Mszennyezett konjugatum, tisztitands: & SZemipreparativ HPLC-vel

torténd tisztitashoz kivett tomeg, Mkonjugatum: @ tiszta konjugatum témege). A vart tdmegek

(Mkonjugatum, vart) Kiszdmolésakor figyelembe vettem a kiinduldsi gyantamennyiséget és

-kapacitast, a gyanta szétosztasanak aranyait és a tisztitdshoz kivett tomegeket.

9. tdblazat. A TA0O1 peptid és a TA002-TA008 konjugatumok kitermelései, illetve az ezek kiszdmitasahoz sziikséges adatok

Kod Mszennyezett | Mszennyezett konjugatum, | Mkonjugatum /| Mkonjugatum, vart / | Kitermelés /

konjugatum / Mg tisztitande / Mg mg mg %
TAO001 37 9,7 7,9 27,2 29
TA002 88 9,9 7,3 29,2 25
TA003 78 9,8 7,2 32,7 22
TAO004 69 9,8 1,7 36,7 21
TAO005 109 8,6 4,2 24,7 17
TAO006 83 8,5 3,5 31,8 11
TAO007 98 8,5 3,8 27,1 14
TAO008 95 8,6 3,3 33,0 10
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A kitermelések csak tajékoztato jellegiick, mert egyrészt nem vettem figyelembe a
Kaiser-tesztekhez, probahasitasokhoz és analitikai HPLC futtatasokhoz kivett mennyisegeket,

masrészt pedig liofilizalas utan a termékekben mindig marad valamennyi viz.

4.7. In vitro citosztazis es citotoxicitas vizsgalat

Az TAOO01 peptid és a TA002-TA008 konjugatumok in vitro citosztazisat es citotoxicitasat U87

human glioblastoma sejteken vizsgaltuk MTT-teszttel.

Az MTT-teszt’" az é16 sejtek mitokondrialis aktivitdsat mutatja ki és teszi kolorimetridsan
mérhetévé. Az MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium-bromid) egy vizoldhato
tetraz6lium so, amit a mitokondriumban talalhatd dehidrogenaz enzimek képesek redukcioval
vizben nem oldédo, lila szinii formazan-szarmazekka (1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazan)

alakitani (9. abra).

mitokondrialis NH
N/N\ . /N CHy dehidrogenaz enzimek N~
N 1 4
| N S | [y | NN
CH;  NADH NAD h —CHs
Br S
CH

9. dbra. Az MTT redukcitja mitokondrialis enzimek hatasara

A kikristalyosodo termék mennyisége aranyos az él6 sejtek szamaval és dimetil-szulfoxidban
(DMSO) val6 oldas utan Kkolorimetridsan meghatarozhaté. A formazan szarmazék
abszorbancidja 540 nm-en mérhetd, a kapott értékbdl azonban ki kell vonni a hattér 620 nm-en
mért fényelnyelését.

A citosztazis, illetve citotoxicitds mértéke (a még osztodasra kepes, illetve életben maradd
sejtek szazalékos aranyaban kifejezve) az alabbi képlettel szamolhaté Ki:

citosztazis/citotoxicitds mértéke (%) = <1 - M) -100 , (@)
Agontroll sejtek

ahol  Ayezelrsejtek @ Kezelt sejtek, mig Ayontronsejrek @ Kontroll sejtek esetén meért

héattér-korrigalt abszorbancia.
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A tesztet egy adott kémiai anyag kiilonboz6 koncentracioi mellett elvégezve, majd a mérési
pontokat grafikusan abrézolva a citosztazis vagy citotoxicitds mértékét a koncentracio
fliggvenyében megadd gorbéhez jutunk. A vizsgalt anyag citosztatikus, illetve citotoxikus
hatasa az 50%-o0s fliggvényértékekhez tartoz6 un. fél maximalis gatlé koncentracioval (I1Cso),
illetve kdzepes letélis koncentracidval (LCso) jellemezhetd. Ezek azokat a koncentracio-értékeket
jelentik, amelyben az anyag képes a sejtek felének az osztodasat megakadalyozni, illetve a
sejtek felét elpusztitani. Minél kisebb az 1Cso- vagy LCso-érték, annal nagyobb a vizsgalt

komponens citosztatikus vagy citotoxikus aktivitasa.

A peptid és a hét konjugatum aktivitasat négy-négy koncentracioban vizsgaltuk,
koncentracionként negy-négy parhuzamos meérest végeztlnk, és minden vizsgalt vegyulet

esetén a méréssorozatot kétszer ismételtik.

Az U87 sejtek tenyésztése 37 °C-on, 5% szén-dioxid-tartalmu atmoszféraban tortént 10%
magzati borjd szérumot, 2 mM L-glutamint, 50 1U penicillint és 50 pg ml™? streptomicint
(Lonza, Basel, Svéjc) tartalmaz6 RPMI-1640 médiumban. A sejteket a kezelést megel6z6
napon 96 lyuku sejttenyésztd lemezre (Sarstedt, Niimbrecht, Németorszag, kezdeti sejtszdm a
citosztazis esetén 5-10°% sejt / lyuk, a citotoxicitas esetén pedig 10* sejt / lyuk) osztottuk Ki
komplett médiumban.

A TAO001-TAO08 anyagokbol 1% DMSO-tartalmd szérummentes mediummal 100 uM
és 0,05 uM koncentrécidju oldatsorozatot allitottunk elé. Mivel a TA008 konjugatum a
torzsoldatbol kicsapddott, a mérés hatralevd része nem volt vele elvégezhetd kelld
pontossaggal. A tobbi vizsgalt vegylilet esetén a kezelést a térzsoldatnak, illetve a higitasi sor

oldatainak 100-100 pl-ével végeztiik. A kontroll sejteket szérummentes médiummal kezeltik.

Mind a citotoxicitas-, mind a citosztazis-vizsgalat esetén a sejteket el6szor 24 o6ran at 37 °C-on
inkubaltuk, majd eltavolitottuk roluk a kezelé oldatot és kétszer 135 pl szérummentes
médiummal mostunk minden lyukat. A citotoxikus aktivitas meghatarozasahoz az MTT-tesztet
kozvetleniil ezutan végeztiik, mig a citosztazis mérese esetén elébb minden lyuk tartalméhoz

135 ul komplett médiumot adtunk, és a sejteket 37 °C-on tartottuk tovabbi 48 dran keresztiil.

Az MTT-teszt elvégzésekor minden lyukba 45 ul MTT-oldatot pipettaztunk (c = 0,367 pg/ml),
a sejteket 2,5-3 oran at 37 °C-on inkubaltuk, majd 5 percig 2000 rpm fordulatszammal
centrifugaltuk. A felulUsz6 eltdvolitdsa utdn a lemez aljan maradt kristalyokat 100 pl
DMSO-ban feloldottuk, és az igy kapott mintdk abszorbancijat ELISA Reader (Labsystems

Diagnostics Oy, Vantaa, Finnorszag) segitségevel A = 540 és 620 nm-en megmertik. A kezelt
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és a kontroll sejtek abszorbancidibol az (1) képlet segitségével szamoltuk ki a citotoxicitas és
citosztazis értékeket, amelyeket Microcal Origin2018 program segitségével a koncentracio
fliggvenyében grafikusan abrazoltunk. A mérési pontokra szigmoid gorbét illesztettiink, majd
ennek az y = 50% egyenessel vett metszéspontjabdl meghataroztuk az adott vegyulet LCsyo,
valamint 1Cso értékét. A citosztatikus hatads—koncentracio grafikonra egy példa a Flggelék
F25. dbrgjan lathato.

4.8. In vitro sejtbejutési vizsgalat aramlasi citometriaval

A TA002-TA008 konjugatumok sejtbejutdsanak mértékét dramlasi citometriaval vizsgaltuk.
Az &ramlasi citometria egyedi, rendszerint fluoreszcens-jelolt sejtek kiillonbozé jellemzdinek
(sejtszdm, meéret, granulaltsdg, fluoreszcencia-intenzitas) egymas melletti vizsgalatat teszi

lehetévé. Az aramlasi citométer felépitését’® a 10. &bra mutatja be:

Sejtszuszpenzid
Kopenyfolyadék —
i‘ Hidrodinamikus
4 fokuszalas
il Emittalt
@ g
fluoreszcens fény
@
@
®
./ Elére iranyuld
= ' fényszoras (FSC)
Lézerforras -
® Oldalra iranyuld
P fényszoras (SSC)

10. dbra. Az aramlasi citométer felépitése
(Forréas: www.abcam.com/protocols/introduction-to-flow-cytometry. (Megtekintve: 2019.04.18.))

A sejtek injektaldsa szuszpenzié formajaban torténik, a mintat a belépést kovetéen az un.
kdpenyfolyadék veszi koril és tovabbitja a megvilagito lézersugar felé. A laminaris aramlas és
a kamra tolcsérszerti kialakitasa (hidrodinamikai fokuszalds) biztositja, hogy a sejtek a
megvilagito egység elott egyenként €s a Iézernyalabot keresztezd ttvonalon haladjanak el. A

1ézerfény a sejteken egyrészt szorodik (az elére iranyuld fényszords (FSC) a sejt méretérdl, mig

-32-



az oldalra iranyul6 fényszoras (SSC) a granulaltsagrol, belsé komplexitasrél ad informaciot),
masrészt, ha jelen van olyan fluorofér, amelyet az adott Iézer képes gerjeszteni, akkor emisszid
(SFL) is végbemegy a fluoroférra jellemz6 hullamhosszon. A késziilék optikai elrendezése
lehet6vé teszi, hogy az FSC, SSC, illetve SFL jelek kiilén-kulon detektalhatoak legyenek harom

megfeleléen pozicionalt fotoelektron-sokszorozoval.

A konjugatumok a daunomicin sajat fluoreszcencidjanak koszonhetéen jelolés nélkiil
vizsgalhatdak ezzel a modszerrel, a nativ peptid esetében azonban nincs erre lehetéség. Minden
konjugatummal haromféle koncentracioban végeztiink koncentracionként két-két parhuzamos
merest.

Az UB7 sejtek tenyésztése az 5.7. fejezetben leirt modon tortént. A sejteket a vizsgalat el6tti

napon 24 lyuku sejttenyésztd lemezre osztottuk ki (5-10* sejt / lyuk).

Az oldatkészitéshez a teljes folyamat soran 1% DMSO-tartalmu szérummentes médiumot
hasznaltunk. A vizsgalt konjugatumokbol elészor 100 uM koncentréacidju térzsoldatot, majd
konjugatum-oldatot és 250 pl szérummentes médiumot adtunk, igy a kezelés soran a
konjugatumok végsd koncentracioja 2, 10 és 50 uM volt az oldatokban. A kontroll sejtek
kezelése szérummentes médiummal tortént. A sejteket minden esetben egy o6ran keresztil
inkubaltuk 37 °C-on.

A kezelési id6 leteltével a médiumot eltavolitottuk, és a sejteket 500 ul HPMI-oldattal (9 mM
glikdz, 119 mM NaCl, 10 mM NaHCO3, 5 mM KClI, 0,85 mM MgClz, 0,053 mM CaClz, 5 mM
Na:HPO4.4H20, 9 mM HEPES; pH = 7,4) mostuk, majd centrifugéltuk. Lyukanként 100-100
I tripszin-oldat hozzaadasa utan a sejttenyészto lemezt 10 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd
az enzimet 400 pl 10% magzati borju szérumot tartalmaz6 HPMI-oldattal inaktivaltuk. A
lyukak tartalmat FACS-csdvekbe pipettaztuk, 5 percig 1000 rpm fordulatszammal
centrifugaltuk, végil a feliiliszot eltavolitottuk, és a sejteket 300 pl friss HPMI-oldatban

szuszpendaltuk fel.

Az aramlasi citometrias mérésekhez, majd az adatok kiértékeléséhez BD LSR Il aramlasi
citométert és FACSDiva szoftvert (BD Bioscience, San Jose, USA) hasznaltunk A mérés soran
amegvilagitast és SFL-detektalast Aex = 488 nm és Aem = 571 nm hulldmhosszakon (FL2-csatorna)
végeztik. A kiértékeléshez a granulaltsag—méret és sejtszam-fluoreszcencia-intenzitas

grafikonokat hasznaltuk fel, amelyekre egy konkrét mérési példa a 11. abran lathato:
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11. &bra. Granulaltsdg—méret és sejtszam—fluoreszcencia-intenzitas grafikonok az egyik mérés példajan

Az elébbin kapuzassal elkiilonithetdek az €16 sejtek és meghatarozhatd ezeknek az aranya, igy
megbizonyosodhattunk rola, hogy a kisérlet folyamén a konjugatumoknak nincs jelentds
citotoxikus hatésa. Az utdbbibdl — amelyen mar csak az €16 sejtek vannak feltiintetve — pedig a
tényleges sejtbejutasra vonatkoz6 informaciok (a daunomicin-pozitiv sejtek szazalékos aranya,

atlagos fluoreszcencia-intenzitas) nyerhetdek ki.

Azt az intenzitas-kuszobot, amely folott egy sejtet daunomicin-pozitivnak tekintettiink, a
kontroll sejtek esetén meért legnagyobb fluoreszcencia-intenzitdsnal hdztuk meg, és a
konjugatumokkal kezelt sejtek esetén a jelnek csak ezen kiiszobérték folé esé részét vettiikk
figyelembe. A daunomicin-pozitiv sejtek szamat a Gauss-gorbe alatti teriiletként, az adott

konjugatumra jellemzd intenzitast pedig a gérbe varhato értékeként kaptuk meg.

4.9. Szerkezetvizsgalat cirkularis dikroizmus spektroszkopiaval

Az Angiopep-2 és a konjugatumok preferalt peptidgerinc-konformaciojat cirkularis dikroizmus
(CD) spektroszkopiaval vizsgaltuk.

A mddszer azon a jelenségen alapul, hogy egy optikailag aktiv anyag kromofor-csoportja a
kornyez6 kiralis perturbald hatasok miatt a cirkul&risan jobbra, illetve balra polarizalt fényt
eltér6 mértékben nyeli el, ez az anyagi mindségtdl, szerkezettdl ¢és hullamhossztol fliggd

abszorbancia-kiilonbség a cirkularis dikroizmus (AA)"°. A Lambert-Beer-torvény értelmében
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AA egyenesen aranyos a Vvizsgalt anyag koncentraciojaval (c) és az opikai uthosszal (1),
aranyossagi tényez6 a molaris cirkularis dikroizmus (Ag).

AA = A;, — AR = (g, — ep)cl = Aecl, @)
ahol Ay, illetve g, a cirkularisan balra polarizalt fényre vonatkoz6 abszorbancia és molaris

abszorpcids koefficiens, Ag, illetve eg pedig a megfeleld, cirkularisan jobbra polarizalt fényre

vonatkoz6 mennyiségek.

Cirkularisan jobbra és balra polarizalt fénynyalabok szuperpozicidja egyforma intenzitasok
esetén sikban polarizalt, eltérd intenzitdsok esetén pedig elliptikusan polarizalt fényt
eredményez, ezért a sikban polarizalt fény optikailag aktiv kdzegen valo athaladas utan
elliptikusan polarizaltta valik. A kbézeg cirkularis dikroizmusa a kis- és nagytengelyhez tartozé
intenzitasok aranyaval, illetve az ebbdl szarmaztatott ellipticitassal (0) is megadhatd. A
megfelel6 koncentracio- és Uthossz-fliggetlen mennyiség a molaris ellipticitas ([6]).

I, — Iy
I, + Iy

0 = arctg = [0]cl, 3)

ahol I}, a cirkularisan balra, Iy pedig a cirkularisan jobbra polarizalt fény intenzitasa a kozegbdl
Kilépve.

A spektropolariméterekben a cirkularisan polarizalt fényt fotoelasztikus modulator segitségével
allitjak eld. Optikai és polarizacios szlir6k segitségével eldszor monokromatikus, sikban
polarizalt fényt nyernek, amelyet egy kettGstoré kristalyra a fétengelyhez képest 45°-0s
szogben bocsatanak ra. Mivel a f6- és a melléktengely mentén a modulator térésmutatoja eltér,
a kilépd fényben a két tengely menti komponens kiilonb6z6 fazisban lesz. A torésmutatdbeli,
¢s az ebbdl szarmaz6 fazisbeli kiilonbséget a kristalyra kifejtett nyomassal Gigy szabalyozzék,
hogy felvaltva cikulérisan balra, illetve cirkularisan jobbra polarizalt fény keletkezzen. A két
egymast  kovetd  idOintervallumban a  mintan  athaladd  fény  intenzitasat
fotoelektron-sokszorozoval detektaljak, majd a kiilonbségiikb6l nyerik az éppen vizsgalt

hulldmhosszhoz tartoz6 AA-értéket.

A CD spektroszkopia f6 alkalmazasi teriilete peptidek, fehérjék jellegzetes masodlagos
térszerkezeti elemeinek azonositasa, illetve ezek aranyanak meghatarozasa®. A modszer az
amidkromoférok tavoli UV-tartomanyban vald elnyelésén alapszik, amire az
a-szén-kiralitdscentrumok fejtenek ki perturbalo hatast. Mivel az ellipticitast a lokalis
konformécid is befolyasolja, a kiilonb6z6 szerkezeti elemek (o-hélix, B-red6é, B-kanyar,
poliprolin-hélix, random konformécid) karakterisztikus spektrumokkal rendelkeznek, ezek
kdzil a harom legfontosabbat a 12. &bra mutatja be:
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12. dbra. Néhany masodlagos térszerkezeti elem karakterisztikus CD-spektruma

Ha a vizsgalt fehérjér6l vagy peptidrol késziilt spektrumra olyan gorbét illesztink, amely a
tipikus szerkezeti elemek spektrumainak linearis kombinacidjaként all eld, akkor az
egyltthatokbol meghatarozhaté a kiilonb6z6 motivumok hozzajéarulasa a fehérje vagy peptid

térszerkezetéhez.

A TAO001 peptid, a TAO002-TA008 konjugadtumok és a Dau=Aoa-Thr-OH, illetve
H-Lys(Aoa=Dau)-OH metabolitok spektrumait J-810 tipust spektropolariméteren (Jasco,
Tokio, Japan) vettik fel 185-260 nm hulldmhossz-tartoméanyban. A mintakbol 50-200 uM
koncentracidju oldatokat készitettiink trifluoretanol-viz (50:50 tf%) olddszerrel. A pontos
koncentraciot a peptid esetén NanoDrop fotométerrel, a konjugatumok esetén pedig &
ismeretében®! UV-spektrum felvételével hataroztuk meg. A CD méréseket szobahémérsékleten,
folyamatos nitrogén-aramoltatds mellett végeztik 0,2 mm vastagsagu cilinderes kvarc
klvettdban. Az adatok rdgzitése 0,5 nm pontossaggal és 50 nm / perc sebességgel zajlott, a
végsO spektrumokat Ot pasztazas kiatlagolasaval kaptuk meg. Az egyfényutas elrendezésbol
adodoan alapvonal-korrekciora volt sziikség, azaz elészor felvettik a tiszta olddszer

spektrumat, majd ezt a tovabbiakban a miiszer automatikusan kivonta a mintak jelébdl.

A Kkiértékelés soran a konnyebb 0sszehasonlithatosag érdekében az eredetileg mért
ellipticitas-értékeket koncentraciora és fényuthosszra normaltuk, illetve — mivel a daunomicin
szintén ad CD jelet, ami a tényleges masodlagos szerkezetre jellemzd spektrumot elfedi — a
konjugatumok spektrumaibodl a megfelelé daunomicint tartalmazé, egy aminosav hosszusagu

metabolitok spektrumait kivontuk.

A masodlagos szerkezeti elemek aranyat a bestsel.elte.nu weboldal®? segitségével hataroztuk
meg, amely nyolcféle motivum Fehérje Cirkularis Dikroizmus Adatbankban (PCDDB?3)
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megtalalhaté referencia-spektrumat hasznélja fel bazisként a linedris kombinaciora valo
felbontashoz. Fontos megjegyezni, hogy peptidek esetén a moddszer megbizhatdsdga
korlatozott, ugyanis az oldallancok spektrumhoz val6é hozzajarulasa masképp alakulhat, mint

az aminosav-0sszetetel szempontjabol sokkal kiegyensulyozottabb feherjékben.

4.10. In vitro degradacio-vizsgalat lizoszéma preparatumban

A konjugatumok sejten bellli lebomlasanak hatékonysagat lizoszoma preparatumban végzett

stabilitasvizsgalattal mértik.

A mintakbdl desztillalt vizzel 2,5 pg ul?, majd ezekbdl 0,2 M NaOAc / AcOH pufferrel
eredetileg 16,6 pg pl koncentracidju lizoszoma preparatumot pufferrel 20-szorosara
higitottuk, és ebbdl 15-15 pl-t hozzéadtunk a konjugatumok oldataihoz, igy a lizoszomalis
fehérjék és a konjugatumok 1:1 tdmegaranyban voltak jelen a végsé reakcidelegyekben. A
kontrollokat ugyanigy készitettlik, de a higitott lizoszoma preparatum helyett csak pufferrel

kezeltilk a mintakat.

Az oldatokat 37 °C-on, 600 rpm fordulatszdmu kevertetés mellett inkubaltuk, 0, 1, 6, 24 és 72
ora elteltével mindegyikb6l 50-50 pl térfogatl részleteket kivettiink, ezekben az enzimatikus

reakciot 5-5 pl hangyasav adagolasaval leallitottuk, majd a mintékat fagyasztva taroltuk.

A reakcidelegy  részleteit  Dionex  UltiMate 3000  ultra-nagyhatékonysagu
folyadékkromatografias (UHPLC) rendszerrel kapcsolt Q Exactive™ Focus elektrospray
ionizécioés, hibrid kvadrupol-orbitrap tomegspektrométerrel (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Németorszag) analizaltuk, a kiértékeléshez pedig Xcalibur™ szoftvert hasznaltunk. A
miiszer egyrészt rogzitette az dssz-iondramot a retencios 1d6 fliggvényében, masrészt minden
egyes iddpillanathoz a kromatogramon hozzarendelt egy MS spektrumot is, amelyeknek a
kiértékelésével képet kaphattunk az éppen vizsgalt minta osszetételérél. Fontos megjegyezni,
hogy az alkalmazott mérési koriilmények kozott az er6sen poldros fragmensek nem voltak
detektalhatoak, mert a forditott fazisu kromatografias oszloprdl a lizoszomalis enzimekbdl
szarmaz6 polaros bomlastermékekkel egylitt a holtidénél elualodtak, és az igy kapott a kezdeti
nagy csucsoknak az Osszetétele a spektrumok komplexitasabol addéddéan nem volt
rekonstrualhatd. A mérés szempontjabdl Iényeges daunomicint tartalmazé metabolitok azonban

elegendéen nagy retencidval rendelkeznek ahhoz, hogy jol kimutathatoak legyenek.
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5. Eredmenyek

5.1. Az Angiopep-2 és a linkerrel funkcionalizalt szdrmazékok szintézise

5.1.1. A szintézis menete

A nativ Angiopep-2 és a konjugdtumok szintézise soran minden esetben egy kozOs
szekvencidanak (H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH) megfelelé peptidvazat allitottam el6,
de mas-mas tipusu véddcsoportokat hasznaltam a felkapcsolni kivant hatéanyagok szamatol és
poziciojatol figgden. Ugyanakkor a szintézist Ggy terveztem meg, hogy a kissé kiilonb6z6
peptidszarmazékokat ne kelljen egyenként, egymastol flggetlendl felépiteni, hanem egy pontig
egyiitt lehessen ket kezelni, majd az eléallitasi folyamat fokozatosan 4gazzon nyolcfelé. A

szintézis menete a 13. abran lathato.

A szekvencia elsé lizinje esetén olyan védocsoportot (Mtt) alkalmaztam, amely lehasithatd
szelektiven, ha az adott konjugdtumban kapcsolddik ehhez a poziciohoz daunomicin, ellenkezd
esetben pedig eltavolithaté a tobbi oldallanc-védécsoporttal egy Iépésben. A masodik lizint
abban az esetben, ha kés6ébb daunomicint terveztem hozzékapcsolni, a szintén szelektiven
eltdvolithatd Dde-csoporttal, egyébként pedig a standard Boc-csoporttal védtem. Az
N-terminalis aminocsoport védelmére hasonl6 logikat kovetve vagy szelektiven hasithatd
Fmoc-, vagy pedig Boc-csoportot alkalmaztam.

Igy egészen a tizedik aminosavig (a masodik lizinig) a TA001-8 peptidek szintézise kozosen
folyt. A kilencedik aminosav beépitése utan a gyantat kettéosztottam, a TA001-3 és TA005
peptidekhez Fmoc-Lys(Boc)-OH, a TA004 és TA006-8 peptidekhez pedig Fmoc-Lys(Dde)-OH
aminosav-szarmazékot kapcsoltam. Innentdl a négy-négy peptid szintézisutja megegyezett az
utolso eldtti aminosavig bezarolag, utana azonban ujra két részre osztottam a gyantat mindkét
agon. Az egyik agon a TAO0O01 és TA002, a masik agon pedig a TA004 és TA006 peptidek
szekvencidjat Boc-Thr(tBu)-OH aminosav-szarmazékkal fejeztem be, a tobbi peptid (az egyik
agon a TAO003 és TAO005, a masik agon pedig a TAO007 és TAO008) esetén pedig
Fmoc-Thr(tBu)-OH-t kapcsoltam utolsé aminosavként. A folyamat eredményeként ugyanazt a

szekvenciat négyféle véddcsoport-kombinacioval allitottam elo.

A szétosztdsi aranyokat ugy valasztottam meg, hogy a hét konjugdtumra azonos, a

konjugélatlan peptidre pedig feleakkora gyantamennyiség jusson.
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A peptidnek és szarmazékainak el6allitasahoz szilardfazisu Fmoc/tBu stratégiat alkalmaztam,
mert a szekvenciaban tobb savra érzékeny tirozin aminosav is talalhat6, ami a Boc/Bzl technika

koriilményei kozott konnyen alkilezédhetne.

A szintézist Wang-gyantan végeztem, amely 4-alkoxibenzil-alkohol-csoportokkal
funkcionalizalt sztirol-divinilbenzol kopolimer. A peptid C-termindlisa és a gyanta funkcios
csoportjai kozott ennek megfeleléen észterkotés alakithatd Ki, €s a gyantardl vald hasitas utan

a kész peptidszarmazékok szabad karboxilvéggel kaphatdak meg.

Az els6 aminosavat Steglich-féle észteresitéssel, DIC kapcsoloszer és DMAP katalizator
jelenlétében kapcsoltam fel a gyantara. A tovabbi kapcsolasokhoz az aminosavak
karboxilcsoportjat DIC és HOBt reagensek segitségével aktivaltam, az in situ

aktivészter-képzés mechanizmusa a Flggelék F26. dbrajan lathato.

Az Fmoc-véddcesoportok eltavolitasat a szintézis kezdeti szakaszaban standard 2% piperidin,
2% DBU / DMF hasitoeleggyel végeztem 2 + 2 + 5 + 10 perc idétartamokig. Magat a hasitast
a DBU Vvégzi, a piperidin pedig a keletkez6 reaktiv dibenzofulvén megkotésére szolgal. A tobb
rovidebb idétartam a dibenzofulvén rendszerbdl vald eltavolitasa, és ezaltal a mellékreakcidk

veszélyének csokkentése érdekében sziikséges.

A masodik aszparagin felkapcsolasatdl kezdve a hasitéelegyhez 0,1 M koncentracioban
1-hidroxibenztriazolt (HOBt) is adtam. Erre azért volt sziikség, mert az Asn(Trt)-Asn(Trt)
szekvencia esetén bazikus kdzegben szukcinimid-gyiiriizarédasi reakcio, majd pipedinnel o- és
B-piperidid képzddés jatszodhat le (F27. abra)®*. A HOBL a hasitoelegy pH-jat csokkenti, ezzel
megakadalyozva az NH-csoportrol torténd proton absztrakciot, ami a gyiiriizarodas bevezetd
Iépése. Alacsonyabb pH-n azonban az Fmoc-eltavolitas hatékonysaga is kisebb, ezért a

modositott eleggyel hosszabb idétartamokig (5 + 5 + 10 + 10 percig) kellett végezni a hasitasokat.

5.1.2. Védécsoportok szelektiv eltavolitasa

Miutén a gyantan a peptideket a megfelelé véd6csoport-kombinaciokkal eléallitottam, azokrol
az aminocsoportokrol, amelyekhez késobb linkert, illetve hatéanyagot terveztem kapcsolni,

szelektiven lehasitottam az Fmoc-, Dde- vagy Mtt-csoportokat.

TAO002 esetén egy Mtt-, TAOO3 esetén egy Fmoc-, TA0O4 esetén pedig egy Dde-csoportot
tavolitottam el szelektiven, igy a harom peptiden egy-egy aminocsoport valt szabadda harom
kiilonb6z6 pozicioban. TA005-r61 Fmoc-, majd Mtt-, TA006-r6l Dde-, majd Mtt, TA007-r61
pedig Fmoc-, majd Dde-csoportokat hasitottam le, ezzel két-két szabad aminocsoportot
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létrehozva az 6sszes lehetséges kombinacioban. Végil TA008-on Fmoc-, Dde- és Mtt-hasitast
is végeztem, vagyis az N-terminalisrol és a szekvencidban szereplé két lizinrél egyarant

eltavolitottam a védbécsoportokat.

Az Fmoc-hasitast a szintézis soran is hasznalt modszerrel, 2% piperidin + 2% DBU + 0,1 M
HOBt / DMF oldattal, a Dde eltavolitasat pedig 2% hidrazin-hidrat / DMF hasitoeleggyel

végeztem.

Az Mtt szelektiv eltavolitasa Wang-gyantan tébb szempontbdl is problémas, ugyanis bizonyos
szekvencidk esetén a sziikseges savas kortilmények kozott a tritil oldallanc-véddcsoportok és a
peptid-gyanta kotések hasadhatnak®, illetve a keletkezé metiltritil-kationok az arra érzékeny
aminosavakat megalkilezhetik. A munkam soran az altalanosan elterjedt 1% TFA / DCM
hasitoelegyet®® és a kutatocsoportom korabbi tapasztalatai alapjan alkalmasnak bizonyult

protokollt hasznaltam.

5.1.3. Linker-kapcsolas

A védbesoport-hasitasok utan a szabadda valt aminocsoportokat aminooxi-linkerekkel
funkcionalizaltam Boc-aminooxiecetsav reagens felhasznalasaval, ilyen mddon a peptideken

egy, kettd, vagy harom, daunomicin konjugalasra alkalmas funkcids csoportot alakitottam ki.

A kapcsolashoz a HOBt-DIC keveréknél erdsebb aktivaloszerre volt sziikség, ezért
PyBOP, K-Oxyma es DIEA reagenseket hasznaltam a szabad aminocsoportokra vonatkoztatva
5, 5, illetve 10 ekvivalens mennyiségben. A Boc-Aoa-OH-bol szintén 5 ekvivalens
mennyiségeket mértem be. Az aktivalasi reakcidt a Flggelék F28. abraja mutatja be. A
kapcsolas még a fokozott aktivalds mellett is harom-6t Oras, esetenkent akér egész éjszakas

reakcioid6t igényelt.

5.1.4. Hasitas a gyantarol

A kész peptidszarmazékokat a gyantardl trifluorecetsavval hasitottam le, amelyhez kationfogdkat
is adtam a savas korilmények kozott felszabaduld reaktiv karbokationok megkdtésére. A
terc-butil-kationok befogasara vizet, a tritil- és 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-szulfonil
(Pbf)-kationok befogasara pedig triizopropilszilant hasznaltam. Ebben a lépésben egyuttal a

szelektiven le nem hasitott oldallanc-védécsoportok eltavolitasa is megtortént.
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Mivel az aminooxi-csoportok érzékenyek az oxovegyiletekre (példaul az acetonra), ezért a
TA002-TA008 peptidszarmazékok esetén a hasitéelegyhez nagy feleslegben szabad
aminooxiecetsavat is adtam’®, hogy az oldatban és levegdben esetlegesen eléforduld
oxovegyuletekkel ez reagaljon el, és ne a felkapcsolt linkerek. Emellett egészen a konjugalasig

igyekeztem acetonmentes légteret biztositani a laboratériumban.

A nyers termékeket a hasitoelegyb6l valod éteres kicsapas és centrifugalassal valo elkiilonités

utan liofilizalassal szaritottam.

”ror

5.2. A konjugatumok eléallitasa és tisztitasa

A gyantardl vald hasitast és tisztitast kovetéen a TA002-TA008 peptidszarmazékokhoz az
aminooxiecetsav-linkeren keresztil daunomicin hatdéanyagot kapcsoltam, ilyen mddon
eléallitottam az 0Osszes lehetséges Angiopep-2-daunomicin konjugatumot. A konjugalési
reakcio soran, amit a TA007 konjugatum példajan a 14. abra mutat be, a daunomicin karbonil-

és a linker aminooxi-csoportja kézott alakul ki oximkatés:

o]

0 NH\)J\ \)L
j’ Phe - Phe - Tyr - Gly - Gly - Ser - Arg - G\y/ Arg - Asn - Asn - Phe - Lys - Thr - Glu - Glu - Tyr - OH

o o
R P o O
‘ "OH
0,2 M NaOA, pH=5,1, P Y
RT, 16h 0

v

0. _NH k /NH\)L\
j/ \/ Fhe - Phe - Tyr - Gly - Gly - Ser - Arg - Gly’ i Arg - Asn - Asn - Phe - Lys - Thr - Glu - Glu - Tyr - OH

o HiG
N\ CHJ

14. dbra. Konjugéléas daunomicinnel (a TAOO7 konjugatum el8allitasanak példajan)
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A nyers peptideket preparativ. RP-HPLC-rendszerrel, C18 oszlopon tisztitottam, és a
termékeket tartalmazé frakciokat tomegspektrometrias méréssel azonositottam. A konjugalést
az aminooxi-csoportokra vonatkoztatva 1,5-2 ekvivalens daunomicinnel, enyhén savas
ammonium-acetat pufferben (¢ = 0,2 M, pH = 5,1) végeztem kozvetlenul a HPLC-frakciokat

felhasznalva, beparlast kovetden. A reakcid kevertetés mellett egy éjszaka alatt jatszodott le.

A konjugatumokat a reakcidelegyben talalhatoé egyéb komponensektdl megint csak preparativ
RP-HPLC segitségével, C18 fazison vélasztottam el. A kapott frakciok 0Osszetételét
elektrospray ionizacids, ioncsapdas tomegspektromeéterrel és analitikai HPLC-vel vizsgaltam.
A mérések soran kidertlt, hogy a féfrakcidban minden konjugatum esetén jelen vannak még
szennyezOk, rdadasul a termék ezeknek egy részétdl csak C18, mas részétél pedig csak C4
fazison valik el. Ezért a konjugatumokkal szemipreparativ HPLC rendszeren tovabbi finom
tisztitasi Iépéseket végeztem C18 és C4 tipusu toltetek kombinalt hasznalata mellett. A TA001
peptid teljes tisztitasa szemipreparativ HPLC-vel zajlott, és ebben az esetben is sziikség volt

mindkét tipusu oszlop alkalmazéasara.

A késztermekek tisztasagat tomegspektrometrias és kromatografias analizissel ellenériztem. Az
ESI-MS-sel torténé mérés kortilmenyei kozott a daunomicin kdnnyen bomlik (az aminocukor
a glikozidkotés oxigénje mellett lehasadhat), igy a vart molekulatémeghez képest 129, illetve
147 Da csokkenést mutatd fragmenseket is lehet detektalni. A daunomicin MS spektruma a

Flggelék F29. abrajan talalhaté meg.
A TAO001 peptid és a TA002-TA008 konjugatumok C18 és C4 fazison meghatarozott retencids

id6it (R, c1s és Ry, ca), illetve a vart és az MS mérések soran kapott molekulatémegeket (Mvart és
Mmert) @ 10. tablazat foglalja 6ssze:

10. t&bl&zat. A TA0O1 peptid és a TA002-TA008 konjugatumok analitikai jellemz6i

Kod Rt c1s / min Rt ca / min Muvart / Da Mmert / Da
TAO001 18,6 15,1 2301,5 2301,2
TA002 20,9 17,7 2884,0 2884,0
TAO003 21,9 18,5 2884,0 2883,6
TA004 21,2 17,1 2884,0 2883,2
TAO005 21,8 18,4 3466,6 3466,0
TAO006 20,6 17,3 3466,6 3466,5
TAO0O07 21,8 18,3 3466,6 3465,2
TAO008 21,6 18,4 4049,1 4048,5
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A TAO007 és TA008 konjugatumokat szamos kiilonb6zé kromatografias koriilmények végzett
tisztitasi 1épés utan sem sikeriilt teljesen elvalasztani a szennyezdktdl (elsdsorban az
alacsonyabban szubsztitualt konjugatumoktdl), de a rendelkezésre allo eszkozparkkal elérhetd
legtisztabb allapotba hoztam Oket. A késObbickben ezt a két konjugatumot egyszeriibb
szintézistton, mas védécsoport-kombinécié hasznélataval (csak Boc és Dde védett lizinek

beepitésével) a sziikséges tisztasaggal ujra elballitottuk.

5.3. In vitro citosztazis és citotoxicitas vizsgalat

A nativ Angiopep-2 és a konjugatumok in vitro citosztatikus és citotoxikus hatasat U87 huméan
glioblastoma sejtvonalon vizsgaltuk MTT-teszt segitségével.

Mind a citosztazis-, mind a citotoxicitas-vizsgalat soran a sejteket a TA00L peptid, illetve a
TA002-TA008 konjugatumok 0,05, 0,5, 5 és 50 uM koncentracidja oldataival kezeltiik, 24 éran
keresztil 37 °C-on inkubaltuk, majd mosassal eltavolitottuk roluk a kezelé oldatot. A
citotoxicitas méréséhez kdzvetlenil a kezelés utan, a citosztatikus aktivitds meghatarozasahoz
pedig tovabbi 48 oras inkubalast kovetden végeztiik el az MTT-tesztet. A %-0s citotoxicitas-,
illetve citosztazis-értékeket a koncentracié fliggvényében grafikusan abrazoltuk, majd az

y = 50% egyenessel vett metszéspontokbdl meghataroztuk az LCsyo, illetve ICso értékeket.

A TAO008 konjugatum a kezelés koriilményei kdzott kicsapddott, igy az eredmények ebben az
esetben nem voltak értékelhetéek, a mérést kisebb koncentraciokkal meg kell majd ismételni.
A tdbbi anyag kozil a vizsgalt koncentracidtartomanyban egyik sem bizonyult citotoxikusnak
(LCso > 50 uM), citosztatikus aktivitas azonban — a hatéanyagot nem tartalmazé TAQ0O01 peptid
kivételével — minden esetben kimutathat6 volt. A mért ICsp értékek a 11. tdblazatban olvashatak.

Az eredmények elészor is azt mutatjak, hogy a konjugatumok képesek bejutni a sejtekbe és
szabadul fel beldliik citosztatikus agens, a szdmszerli eredmények alapjan pedig az is
megallapithatd, hogy ezeknek a folyamatoknak a hatékonysaga fligg nemcsak az iranyito

molekulara felkapcsolt hatoanyagok szamatol, hanem — a varakozasaimnak megfeleléen —

,,,,,,

Az egy daunomicint tartalmazé konjugatumok sejtosztodasra gyakorolt hatasaban peldaul
szignifikans eltérések mutatkoznak: a mérések szerint a daunomicinnel az N-terminalison
konjugalt TAO003 ICso értéke a legkisebb, mig a TAO002-é, amelyben a hatéanyag a

C-terminalishoz kozelebb esoé lizinhez kapcsolddik, messze a legnagyobb.
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11. tablazat. A TAOO1 peptid és a TA002-TA008 konjugatumok citosztatikus hatasa U87 human glioblastoma sejtvonalon

ICs0 / uM
Kaod Szerkezet -
Atlag Sz0rés
TA001 H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY -OH > 50 _
H- —OH
TA002 TFFYGGSRGKRNNFI‘(TEEY 34’7 1,6
Dau=Aoa
TA003 Dau=Aca— TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-0H 9’9 5’1
TA004 H—TFFYGGSRGI‘(RNNFKTEEY—OH 18,2 2,8
Dau = Aoa
TA005 Dau:Aoa—TFFYGGSRGKRNNFIFTEEonH 32’3 8,1
Dau=Aoa
TA006 H—TFFYGGSRGI?RNNF%(TEEY—OH 21,6 5’4
Dau=Aoca Dau=Aoa
TA007 Dau:AoafTFFYGGSRGI‘(RNNFKTEEonH 7,8 0,5
Dau=Aoa
TAO008 Dau=Aca-TFFYGGSRGKRNNFRKTEEY-O0H | 5 mares soran kicsap6dott
Dau=Aoa Dau=Aoa

A C-termindlis feldli lizin nem csak az egy, hanem a két daunomicint tartalmazé
konjugatumokban is alacsony citosztatikus aktivitassal parosul: a harom konjugatum, amelyik
tartalmaz ebben a pozicidban hatéanyagot (TA002, TA005 és TAQ006), egyben a harom
legrosszabb citosztatikum is. S6t, a TAO003 és TAO005 kojugatumok ICso értékeinek
0sszehasonlitasabol az is kider(l, hogy ha egy eredetileg eredményes konjugatumban ehhez az
aminocsoporthoz egy Ujabb hatdanyagot kapcsolunk, akkor a citosztatikus hatds nem

novekszik, hanem ellenkezdleg, kifejezetten romlik.

Egy Ujabb daunomicin megjelenése és a citosztazis mértékének valtozasa kdzott azonban nem
allithato fel altalanos 0sszefiiggés: mas konjugatum-parosok esetén (példaul TA002-TAQ05 és
TAO004-TA006) az ICso értékek Osszemérhetéek, nincs szignifikans kilénbség, a
TAO002-TA006-paros esetén pedig az Ujabb hatéanyag felkapcsolasa a citosztatikus aktivitas

javulasat eredményezi.

Osszességében mar ezek az adatok is jol szemléltetik, hogy nem feltétleniil a tobb hatbéanyagot
tartalmazo konjugidtummal érhet6 el a nagyobb tumorellenes hatas, ugyanis az 1Cso-értékek
erésen fliggnek a hatéanyag(ok) molekulan beliili elhelyezkedésétdl is. A legeredményesebb

konjugatumok esetén a kés6bbiekben in vivo kisérletekkel tervezziik vizsgalni, hogy
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mutatnak-e az é16 szervezetben is citosztatikus aktivitast, és potencialisan felhasznalhatoak-e a

kdzponti idegrendszerben haté citosztatikumként.

5.4. In vitro sejtbejutasi vizsgalat aramlasi citometriaval

A konjugatumok citosztatikus aktivitasat sok kiilonbozo tényezd egyiittesen hatarozza meg, egy
rendkivil fontos szempont ezek kozll az internalizacid hatékonysaga, amit &ramlasi
citometriaval mértik U87 glioblastoma sejteken, a daunomicin fluoreszcens aktivitasat

kihasznalva.

-z

inkubéltuk, majd egy mosast kovetden tripszinnel kezeltiik, hogy az aspecifikus k&tddést
lehetové tevo sejtfelszini strukturakat is eltavolitsuk, igy valoban csak a sejtekbe bejutott
konjugatum-mennyiség fluoreszcenciajat detektaljuk. A kontroll sejteket ugyanigy készitettiik
eld, de a kezeléshez csak szérummentes médiumot hasznaltunk. Az aramlasi citométerben a
megvilagitast lex = 488 nm, a fluoreszcens fény detektalasat pedig Aem = 571 nm

hulldmhosszakon veégeztik a daunomicin maximalis fluoreszcens aktivitisanak megfelel6en.

A Kkapott granulaltsag—meéret grafikon alapjan az €16 sejtek szazalékos ardnya mindig magasnak
adodott, ami azt mutatja, hogy a konjugatumoknak nem volt jelentGs citotoxikus hatasa a
Kisérlet soran. A sejtszam-fluoreszcencia-intenzitas grafikonokbdl meg tudtuk hatarozni a
sejtbejutast jellemz6 két mennyiséget, a daunomicin-pozitiv sejtek szazalékos aranyat és a
fluoreszcenciaintenzitas-atlagokat is. A konjugadtumok kiilonboz6 koncentracidi esetén az

eredmények a 15. és 16. abran lathat6ak:

100

2 M
B 10 uMm
01 [Cds0uM 7]

60 —

40 -

Dau+ sejtek %-os aranya

20

Il mll

TA002 TA003 TAQ04 TA005 TA006 TA007 TA008

15. &bra. A daunomicin-pozitiv sejtek szazalékos aranya a TA002-TA008 konjugatumok kiilonbz6 koncentracioi esetén
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Fluoreszcencia-intezitas (AU)

16. abra. Az atlagos fluoreszcencia-intenzitas a TA002-TA008 konjugatumok kiilonboz6é koncentracioi esetén

Az altalanos tendencia a két mért mennyiség és harom koncentracié 6sszes kombinacidja esetén
nagyon hasonlo, az 6sszehasonlitashoz a hat adatsor kozil a daunomicin-pozitiv sejteknek az
50 uM konjugatum-koncentréacié mellett kapott aranyat veszem alapul.

Az adatokat latva elmondhat6, hogy ahogy a citosztatikus aktivitasban, gy az internalizécid
mértékében sem okoz egyértelmiien pozitiv vagy egyértelmiien negativ valtozast a hatdbanyagok
szamanak novelése, a hatéanyag-pozicionak viszont dont6 szerepe van. Ezt mar az is bizonyitja,
hogy jelentGs eltérések vannak az azonos szamu hatéanyagot tartalmazo6 konjugatumok kozott,

azonban ennél markansabb Gsszefiiggések is megfigyelhetoek.

A grafikonokon j6l lathatd, hogy ahhoz a négy konjugatumhoz, amelyben a hatéanyag a
C-terminalis fel6li lizinhez kapcsolddik (TA002, TA005, TA006 és TA008), a négy legkisebb
sejtbejutasi érték parosult. Ez feltehetSleg a fo oka a poziciohoz kothetd alacsony citosztatikus
aktivitasnak is. A maradék harom konjugatum kozil pedig az a ketté (TA004 és TAO0Q7)
internalizalodott a leghatékonyabban, amelyekben talalhatdé daunomicin a masik, az

N-terminalis fel6li lizinen.

5.5. Szerkezetvizsgalat cirkularis dikroizmus spektroszképiaval

A sejtbejutasi kiserletek tapasztalatainak egy lehetséges magyarazata, hogy a konjugatumok
globalis térszerkezete a kiilonb6z0 hatdanyag-poziciok esetén eltér, és igy eltérd erdsségli
kodlcsonhatast képesek kialakitani a célreceptorral. A hipotézis alatdmasztasahoz vagy
cafolaséhoz cirkularis dikroizmus spektroszkopidval megvizsgaltuk, hogy a nativ peptidnek és
a konjugatumoknak mekkora a konformaciés mozgékonysaga, milyen masodlagos
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térszerkezeti elemek taladlhatdak bennik, és melyek kozott fedezhetéek fel hasonlosagok.
Ezeket a vizsgalatokat azert is tartottuk fontosnak elvégezni, mert az Angiopep-2 peptidrél és

szarmazékairdl korabban nem kdzoltek semmilyen szerkezetkutatasi eredményt.

A peptidrél és a konjugatumokrol 185-260 nm hullamhossz-tartomanyban alapvonal-korrigalt
ellipticitas-spektrumokat vettink fel. Az oxigén zavard abszorpcidjanak kikiszobolése
érdekében a méréseket nitrogénaram alatt végeztik, és UV-tartomanyban teljesen fényateresztd
kvarc klvettat hasznaltunk. A mintakat trifluoretanol-viz (50:50 tf%) elegyben oldottuk, ami
elésegiti a masodlagos térszerkezeti elemek kialakulasat és stabilizalodasat®’, és igy az

eredmeény jobban tukrozi a ligand receptor-kotédést kdzvetleniil megel6z6 allapotat.

A konjugatumok spektrumainak 6sszehasonlitasat megneheziti, hogy a peptidgerincen talalhato
amidkromoforok mellett a daunomicin-molekula antrakinon-részlete is rendelkezik a vizsgalt
tartomanyban CD atmenettel, igy a két spektrum egymasra rakodik®. Ezért felvettik két
daunomicin-tartalmu metabolit (Dau=Aoa-Thr-OH és H-Lys(Aoa=Dau)-OH) spektrumat is, és
azzal a feltételezéssel éltiink, hogy a konjugatumok adatsoraibol a tényleges méasodlagos
szerkezetre vonatkozo informécidt a hatéanyag-pozicioknak megfelelé metabolitok

adatsorainak kivonasaval nyerhetjik.

A peptid és a konjugatumok esetén a legfontosabb méasodlagos szerkezeti elemek aranyat a
bestsel.elte.hu webszerver segitségével hataroztuk meg a metaboltikkal korrigalt adatsorokbol.

A konjugatumok eredeti és metabolitokkal korrigalt, moléaris ellipticitasban megadott
spektrumai a 17. és 18. bran, a térszerkezeti motivumokra kapott szazalékos értékek pedig a
12. tAblazatban lathatdak.

3.00x10°
2.00x10°
< . —— TA001
g 1.00x10° —— TA002
o —— TA003
g 0.00 TAO004
> —— TAO005
o TAOO6
> -1.00x10° TA007
2, —— TAO008
-2.00x10°
-3.00x10°

T T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260
Al nm

17. dbra. A TA0O1 peptid és a TA002-TA008 konjugatumok CD spektrumai
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18. dbra. A TA001 peptid és a TA002-TA008 konjugatumok megfeleld metabolitokkal korrigalt CD spektrumai

12. tablazat. Méasodlagos térszerkezeti elemek sz&zalékos ardnya a TAOO01 pepidben és a TA002-TAQ008 konjugatumokban

Mésodlagos térszerkezeti elemek szézalékos aranya

o a-hélix angﬂaer(;;lélslel %‘%ﬁgzl kanyar egyeb
TA001 0,3 34,9 2,8 14,9 47,2
TA002 0,0 39,2 0,0 13,7 47,1
TA003 0,1 38,6 0,0 15,1 46,2
TA004 0,0 39,1 0,0 14,1 46,9
TA005 0,0 41,2 0,0 8,9 49,8
TA006 0,0 38,8 0,0 9,2 52,0
TA007 0,0 40,9 0,0 10,3 48,9
TA008 0,0 38,3 0,0 0,7 61,0

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy minden esetben az — elsésorban random
konformécidt magaba foglalo — egyéb kategoriaba esé szerkezeti motivumok hozzajarulasa volt
a legnagyobb, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a peptidrészek szerkezete kevéssé kotott.
Mind a spektrumokban, mind a szazalék-értékekben azonos hatéanyag-szam esetén
mutatkoztak hasonlosagok, ez azonban nem feltétlenil jelent terszerkezetbeli tendenciét is.
Lehetséges ugyanis, hogy a feltételezésiink pontatlan volt, és a daunomicin molekulak

hozzajarulasa a spektrumhoz nem aranyos a szamukkal.

Egy daunomicinnel valo konjugalas esetén viszont a kozelités még mitkddni latszik: a lizin

oldallancokon daunomicint tartalmazé TA002 és TAO004 konjugatumok térszerkezete a
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metabolitokkal korrigalt spektrumok lefutdsa alapjan a nativ peptidéhez hasonlo, mig az
N-terminalison daunomicinnel kapcsolt TA003 ettdl eltérd szerkezetii. Ez a tapasztalat azonban
nehezen osszeegyeztethetd a sejtbejutasi kisérletek eredmeényeivel, ahol a legmarkansabb
kilonbség pont az N- és a C-terminalis fel6li lizinhez konjugalt daunomicin kozott volt. Az
ellentmondés felolddsahoz mas modszerekkel (peldaul rontgenkrisztallografiaval) szeretnénk

tovabb vizsgalni az eldallitott anyagok térszerkezetét.

5.6. In vitro degradacio-vizsgalat lizoszoma preparatumban

A konjugatumok citosztatikus aktivitdsa nem csak a sejtbejutds, hanem a sejten belili
lizoszomélis degradacié hatékonysagan is mualhat. Ezt jol illusztralja, hogy a TA004
konjugatum sejtbejutasara kaptuk az egyik legnagyobb értéket (91% 50 uM koncentracioban),

ennek ellenére a citosztatikus hatasa nem volt kiemelked6 (1Cso = 18,2 pM).

A sejten bellli lebontofolyamatok vizsgélatahoz a harom kiilonb6z6 egy hatdanyagot
tartalmazd konjugatumot (TA002-TA004) lizoszéma preparatummal kezeltiink, 0, 1, 6, 24 és
72 Ora elteltével a reakcidelegy Kivett részleteiben az enzimatikus reakciot hangyasav
hozzéadasaval kvencseltik, majd az 6sszetételliket orbitrap LC-MS-sel vizsgaltuk.

Az emésztési idé elérehaladtaval egyre rovidebb daunomicint tartalmazé peptidlancok
jelenlétét detektaltuk, amelyekben a TAOO3 esetén a C-terminalis fel6l, a TA002 és TA004
esetén pedig mindkét oldalrdl parhuzamosan fokozatosan fogyatkoztak az aminosavak. Mivel
a daunomicint az aminooxiecetsav-linkerekhez viszonylag stabil oximkotésen keresztil
kapcsoltuk, nem vartuk a szabad hatéanyag felszabadulasat az emésztés soran, és valéban, a
spektrumokban megjelené legkisebb metabolit a TA002 és TA004 esetén a
H-Lys(Aoa=Dau)-OH, a TA003 esetén pedig a Dau=Aoa-Thr-OH volt.

A 13. tdblazat mutatja be a harom konjugatumban detektalhaté hasitasok helyeit, illetve az
emlitett egy aminosav-hosszusagu, daunomicint tartalmazé metabolitok megjelenéséhez

sziikséges idoket (ez utdbbi mennyiseg a degradacio sebessegének jellemzeésere szolgal).
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13. tablazat. A lizoszomalis degradacid-vizsgalat soran detektalt hasitasok helyei és a legkisebb daunomicint tartalmaz6
metabolit elsd észleléséig eltelt id6 a TA002-TA004 konjugatumok esetén

Dau=Aoca— T -OH H-K-oH
|
Dau = Aoa
elsd megjelenése

Kaod A detektalhatd hasitasok helyei

\A4 \ 2 R A 4 A /

TA002 H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY —oH 1 6ra
Dau:Aoe‘l
\ A 2R / \ 20 2
TAO003 Dau=Aoa~-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-0OH 1 6ra

\A S S A A 4 / \ A

TAO004 H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY -oH 6 ora
Dau:Ao;

A tablazatbdl jol latszik, hogy — bar vannak tipikus poziciok — a kiilonb6z6 konjugatumokban
kiilonb6zé aminosavak kozott detektaltunk hasitdsokat (azonban meg kell jegyezni, hogy a
degradacio soran képzédhetnek mas fragmensek is, amelyek a modszerrel nem detektéalhat6ak),
¢s a lebomlési sebességekben is megfigyelhetdek voltak eltérések. Mig a TA002 és TA003
konjugatum esetén a megfeleld egy aminosavat tartalmazo metabolit mar 1 6ra elteltével
kimutathato volt, 6 dra utan fécsucsként jelent meg a kromatogramban, és 72 6ra utan csak ez
volt detektalhat6, addig a TA004 konjugatum esetén 6 ora elteltével észleltiik eldszor, €s még
72 Ora utan is kisebb mennyiségben volt jelen, mint a H-GK(Dau=Aoa)R-OH és
H-GK(Dau=Ao0a)-OH metabolitok. A TAQ004 tobbi konjugatumnal lassabb lebomlasa
magyarazatot ad arra, hogy miért mértlink ebben az esetben alacsonyabb 1Cso-értéket, mint ami
a sejtbejutasi eredmények alapjan varhatd lett volna.

A Kisérletnek fontos konkluzidja, hogy a lizoszomalis enzimek aktivitasa fligg a hatdanyagok
pozicidjatol. Legvaloszinlibb, hogy ennek a hatterében sztérikus gatlas all: ha bizonyos
aminocsoportokhoz egy nagy méretii hatdbanyag-molekulat hozzékapcsolunk, akkor az enzimek
nem férnek hozza a kornyezé peptidkotésekhez. A mérésekbdl az deriilt ki, hogy a legnagyobb

sztérikus arnyekolo hatést az N-terminalis fel6li lizinhez konjugalt daunomicin fejti ki.

A lebontés hatékonysagat ebben az esetben a lizin oldallanc és a linker k6z¢é beépitett kiilonb6z6
spacerekkel (Val-Ala, Val-Ala-Gly-Gly és Gly-Phe-Leu-Gly) kiséreltik meg megnévelni. A
terveink kozott szerepel, hogy a kapott, sztérikusan feltehetdleg kevésbé zsufolt konjugatumok
bioldgiai aktivitasat megvizsgaljuk, és az eredményeket az eredeti TA0O4 konjugatum esetén

mért értékekkel 6sszevessik.
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Szakdolgozat 6sszefoglalo
Angiopep-2-daunomicin konjugatumok szintézise és biologiai vizsgalata
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MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport

A rak okozta megbetegedések vilagszerte kiemelt helyen szerepelnek a haldlozasi okok kozott [1].
A jelenleg elérhetd kezelési modszerek gyakran stlyos mellékhatasokkal jarnak, ami a
hatékonysaguknak is korlatot szab. A szelektivitas ndvelésének jegyében egy Ujfajta megkdzelités, az
irdnyitott tumorterépia [2] kerult az utébbi évtizedek soran a kutatasok egyik fokuszpontjaba. Ennek a
lényege az, hogy a kemoterapias hatéanyagot olyan iranyitd6 molekuldhoz kapcsoljak, amely az adott
tumortipusban talexpresszalodo sejtfelszini strukturdkhoz képes kotddni, igy a citosztatikus vagy
citotoxikus hatas célzottan a daganatos sejtekben érvényesiil.

A munkém soran agytumorellenes peptid-hatdéanyag konjugatumokat allitottam elé és hasonlitottam
Ossze a bioldgiai aktivitdsuk szempontjabdl. Iranyit6 molekulaként az Angiopep-2 peptidet [3]
valasztottam, ami receptor-medialt uton egyszerre segiti el a vér-agy gaton keresztll torténd
transzportot és a tumorsejtekbe vald szelektiv bejuttatast. A peptid aminocsoportjaihoz kemoterapias
hatéanyagot (daunomicin) kapcsoltam aminooxiecetsav-linkereken keresztiil. A szekvencidban
dsszesen harom aminocsoport talalhatd — kettd lizin oldallancokban, egy pedig az N-terminalison —,
ennek megfelel6en egy, kettd és harom daunomicint tartalmazo konjugatumokat allitottam eld az dsszes
lehetséges hatdanyag-poziciét megval6sitva (ez a nativ Angiopep-2-vel egyiitt nyolcféle kombinaciot
jelent).

Az elkészilt Kkonjugatumok citosztatikus aktivitdsat MTT-teszttel, sejtbejutdsat aramlési
citometridval, sejten bellli lebomlasat pedig lizoszéma prepardtumban végzett stabilitisméréssel
vizsgaltuk in vitro. A citosztatikus hatds nem mutatott novekvé tendenciat a hatbanyagok szamanak
ndvekedésével, ellenben mindharom mért tulajdonsag erésen fiiggott a hatdbanyagok pozicidjatol. A
C-terminalishoz kozelebbi lizinre kapcsolt daunomicin minden esetben alacsony sejtbejutasi
hatékonysaggal, az N-terminalis feléli lizinre kapcsolt daunomicin pedig lassu lizoszomalis
degradacioval parosult. Ezeknek a tapasztalatoknak egy lehetséges magyarazata a térszerkezetek
kiilonbozdsége, azonban ezt az elvégzett cirkularis dikroizmus spektroszkopias vizsgalatok egyeldre
nem tdmasztottak ala.

Az eredmények igazoltak azt az eldzetes hipotézisemet, amely szerint a tumorellenes hatast nem csak
az befolyésolja, hogy egy konjugatumbol maximéalisan hany hatdéanyag szabadulhat fel, hanem az is,
hogy a hatéanyagok okozta sztérikus arnyékolds, térszerkezet-valtozas vagy funkcioscsoport-
maszkirozads milyen meértékben moédositja a szervezet biomakromolekulaival val6 kélcsonhatéast
(példaul a receptor-ligand k6tddés erdsségét, a konjugatum sejten beliili lebomlasanak hatékonysagat,
illetve a felszabadul6 metabolitok szerkezetét).

[1] Bray, F., Ferlay, J., Soerjomataram, I., Siegel, R. L., Torre, L. A. et al. CA. Cancer J. Clin. 68 (6),
394-424 (2018).

[2] Poste, G., Kirsh, R. Bio/Technology 1 (10), 869-878 (1983).

[3] Demeule, M., Régina, A., Ché, C., Poirier, J., Nguyen, T. et al. J. Pharmacol. Exp. Ther., 324 (3),
1064-1072 (2008).
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Cancer is a leading cause of death worldwide [1]. The currently available treatment methods are
liable to induce serious side effects, which limit their efficiency, too. Targeted cancer therapy [2],
however, offers a way to increase selectivity. In this novel approach, the chemotherapeutical drug is
conjugated to a targeting moiety that binds to a receptor overexpressed on the surface of the given
tumour cell type, and as a result, a cytotoxic or cytostatic effect is produced specifically in the target
cells.

My work comprised of synthesizing brain tumour-targeting peptide-drug conjugates and comparing
their biological activity. As targeting moiety, | used Angiopep-2, a peptide that facilitates both the
transport through the blood-brain barrier and the uptake into the tumour cells via receptor-mediated
mechanisms [3]. | attached drug molecules (daunomycin) through aminooxyacetic acid linkers to the
amino functional groups of the peptide. Angiopep-2 contains three of these — two in lysine side chains
plus one at the N-terminal end —, thus | synthesized single-, dual- and triple-functionalised conjugates
in all possible combinations of positions, which means a total of eight molecules including the native
peptide.

The in vitro cytostatic activity, cellular uptake and intracellular digestion of the conjugates were
studied using MTT, fluorescence-based flow cytometric and lysosomal degradation assays, respectively.
The cytostatic effect did not show an increasing tendency with the increase in the number of drug
molecules, the drug-position, on the other hand, appeared to play a crucial role. A correlation could be
observed between the presence of a daunomycin on the C-terminal side lysine and low cellular uptake
efficiency as well as the presence of a daunomycin on the N-terminal side lysine and slow degradation.
A possible explanation is a difference in the preferred peptide backbone conformation between the
positions, which, however, was not confirmed by circular dichroism spectroscopic experiments so far.

These results indicate that the anti-tumour effect of a targeted therapy conjugate depends not only on
the number of releasable drug molecules but also on the extent to which the steric hindrance, structure
modification or masking of amino groups caused by the drug changes the targeting peptide’s interactions
with biomacromolecules (for example its receptor affinity, the efficiency of intracellular degradation or
the structure of the released metabolites).

[1] Bray, F., Ferlay, J., Soerjomataram, I., Siegel, R. L., Torre, L. A. et al. CA. Cancer J. Clin. 68 (6),
394-424 (2018).

[2] Poste, G., Kirsh, R. Bio/Technology 1 (10), 869-878 (1983).

[3] Demeule, M., Régina, A., Ché, C., Pairier, J., Nguyen, T. et al. J. Pharmacol. Exp. Ther., 324 (3),
1064-1072 (2008).
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7. Roviditésjegyzék

AMP adenozin-monofoszfat

Boc terc-butiloxikarbonil

Bzl benzil

CD cirkularis dikroizmus

CT szamitdgepes tomogréafia

Dau daunomicin

DBU 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundek-7-én

DCM diklormetan

Dde 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociklohex-1-ilidén)-3-etil
DIC N,N'-diizopropilkarbodiimid

DIEA N,N-diizopropil-N-etilamin

DMAP 4-dimetilaminopiridin

DMF N,N-dimetilformamid

DMSO dimetilszulfoxid

DNS dezoxiribonukleinsav

ESI-MS elektrospray ionizacios témegspektrometria
Fmoc 9-fluorenilmetiloxikarbonil

FSL elére iranyul6 fényszoras

GnRH gonadotropin-felszabaditd hormon

H-Aoa-OH aminooxiecetsav

HER2 human epidermalis névekedési faktor receptor 2-es tipusa
HOBt 1-hidroxibenztriazol

HPLC nagyhatékonysagu folyadékkromatogréafia
IARC Nemzetkozi Rakkutatasi Ugynokség

ICso fél maximalis gatlé koncentracio

LCso kdzepes letalis koncentracio

LDLR alacsony stirliségli lipoprotein-receptor

LRP1, ill. LRP2 | alacsony stirliségii lipoprotein receptor-kapcsolt fehérje 1, ill. 2
MRI méagnesesrezonancia-képalkotas

MS tOmegspektrometria
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Mtt 4-metiltritil

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium-bromid
Pbf 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-szulfonil
PCDDB Fehérje Cirkularis Dikroizmus Adatbazis

PyBOP benztriazol-1-il-oxi-trisz(pirrolidino)foszfonium-hexafluorofoszfat
RP-HPLC forditott fazist nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
SFL oldaliranyu fluoreszcens fény

SSL oldalra iranyul6 fényszoras

tBu terc-butil

TFA trifluorecetsav

TIS triizopropilszilan

UHPLC ultra-nagyhatékonysagu folyadékkromatogréfia

uv ultraibolya
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9. Flggelék

F1. tablazat. Az els6 aminosav felkapcsolasahoz hasznalt reagensek és bemérési mennyiségek

Reagens M/gmol?; p/gem? | Ekvivalens | Bemért mennyiség
Fmoc-Tyr(tBu)-OH 459,54 2 620 mg
DIC 126,2; 0,815 2 209 pl
DMAP 122,17 0,2 17 mg

F2. tablazat. Az Fmoc-R(Pbf)N(Trt)N(Trt)FK(Mtt) T(tBu)E(OtBu)E(OtBu)-OH szekvenciarészlet szintézise soran hasznalt

reagensek és bemérési mennyiségek (TA001-TAO008)

Reagens M /gmol?; p/gcm? | Ekvivalens | Bemért mennyiség
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 425,47 3 862 mg
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 425,47 3 862 mg

Fmoc-Thr(tBu)-OH 397,46 3 805 mg
Fmoc-Lys(Mtt)-OH 624,79 3 1265 mg
Fmoc-Phe-OH 387,43 3 785 mg
Fmoc-Asn(Trt)-OH 596,67 3 1208 mg
Fmoc-Asn(Trt)-OH 596,67 3 1208 mg
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,78 3 1314 mg
HOBt 153,1 3 310 mg

DIC 126,2; 0,815 3 314 ul
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F3. tablazat. Az Fmoc-FFY (tBu)GGS(tBu)R(Pbf)GK(Boc)-OH szekvenciarészlet szintézise soran hasznalt reagensek és

bemérési mennyiségek (TA001-TA003, TA005)

Reagens M /g mol?; p/gcm? | Ekvivalens | Bemért mennyiség

Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,54 3 443 mg
Fmoc-Gly-OH 297,31 3 281 mg
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,78 3 613 mg
Fmoc-Ser(tBu)-OH 383,44 3 362 mg
Fmoc-Gly-OH 297,31 3 281 mg
Fmoc-Gly-OH 297,31 3 281 mg
Fmoc-Tyr(tBu)-OH 459,54 3 434 mg
Fmoc-Phe-OH 387,43 3 366 mg
Fmoc-Phe-OH 387,43 3 366 mg
HOBt 153,1 3 145 mg

DIC 126,2; 0,815 3 146 pl

F4. tdblazat. A Boc-Thr(tBu)-OH aminosav-szarmazék felkapcsolasdhoz hasznalt reagensek és bemérési mennyiségek

(TAO001 és TA002)
Reagens M /gmol?; p/gcm? | Ekvivalens | Bemért mennyiség
Boc-Thr(tBu)-OH 275,35 3 112 mg
HOBt 153,1 3 62 mg
DIC 126,2; 0,815 3 63 ul

F5. tablazat. Az Fmoc-Thr(tBu)-OH aminosav-szarmazék felkapcsolasahoz hasznalt reagensek és bemérési mennyiségek

(TAO003 és TAQ05, illetve TA0OO7 és TA008)

Reagens M /g mol?; p/gcem? | Ekvivalens | Bemért mennyiség
Fmoc-Thr(tBu)-OH 397,46 3 215 mg
HOBt 153,1 3 83 mg
DIC 126,2; 0,815 3 84 ul
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F6. tablazat. Az FFY (tBu)GGS(tBu)R(Pbf)GK(Dde)-OH szekvenciarészlet szintézise soran hasznalt reagensek és bemérési
mennyiségek (TA004, TA006-TAO008)

Reagens M /g mol?; p/gcm? | Ekvivalens | Bemért mennyiség

Fmoc-Lys(Dde)-OH 468,54 3 575 mg
Fmoc-Gly-OH 297,31 3 321 mg
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,78 3 701 mg
Fmoc-Ser(tBu)-OH 383,44 3 414 mg
Fmoc-Gly-OH 297,31 3 321 mg
Fmoc-Gly-OH 297,31 3 321 mg
Fmoc-Tyr(tBu)-OH 459,54 3 496 mg
Fmoc-Phe-OH 387,43 3 418 mg
Fmoc-Phe-OH 387,43 3 418 mg
HOBt 153,1 3 165 mg

DIC 126,2; 0,815 3 167 pl

F7. tdblazat. A Boc-Thr(tBu)-OH aminosav-szarmazék felkapcsolasdhoz hasznalt reagensek és bemérési mennyiségek

(TA004 és TAO06)
Reagens M /gmol?; p/gcm? | Ekvivalens | Bemért mennyiség
Boc-Thr(tBu)-OH 275,35 3 149 mg
HOBt 153,1 3 83 mg
DIC 126,2; 0,815 3 84 ul

F8. tablazat. A Boc-Aoa-OH kapcsolasokhoz hasznalt reagensek és bemérési mennyiségek

1 db Aoa/ peptid | 2 db Aoa/ peptid | 3 db Aoa/ peptid
(TA002-TA004) (TA005-TA007) (TA008)
-1. 4 7 ,
Reagens e mol_3, Ekv. Beme_:rt, Ekv. Bemgrt, Ekv. Beme_)rt,
plgcm mennyiseg mennyiség mennyiseg
Boc-Aoa-OH 191,18 5 86 mg 10 172 mg 15 258 mg
K-Oxyma 180,20 5 81 mg 10 162 mg 15 243 mg
PyBOP 520,39 5 234 mg 10 468 mg 15 703 mg
DIEA 129,25; 0,742 | 10 157 pl 20 314 ul 30 470 pl
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F9. tablazat. A gyantardl val6 hasitashoz hasznalt reagensek és bemérési mennyiségek

1db-Aoa | 2db-Aoa

O(?X[)@f)a (TA002- | (TA005- 3(%2(;’35)&
TA004) TA007)
M /g mol?; ) -
Reagens 1 gem Bemert mennyiseg
TFA 114,02; 1,49 2,85 mi 4,75 ml
H20 18,02; 0,997 75 ul 125 pl
TIS 157,35; 0,773 75 ul 125 pl
H-Aoa-OH-1/2 HCI 109,30 - 98 mg 197 mg 295 mg
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F1. abra. A TA001 peptid analitikai HPLC-vel, Nucleosil 100-5 C18 oszlopon felvett kromatogramja
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F2. &bra. A TA0O1 peptid analitikai HPLC-vel, Vydac 214TP C4 oszlopon felvett kromatogramja
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F3. dbra. A TA001 peptid MS spektruma

A molekula vart tomege:  [M+H]": 2302,5 Da
mért tomege:  [M+H]": 2302,2 Da
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F4. dbra. A TA002 konjugéatum analitikai HPLC-vel, Nucleosil 100-5 C18 oszlopon felvett kromatogramja
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F5. dbra. A TA002 konjugatum analitikai HPLC-vel, Vydac 214TP C4 oszlopon felvett kromatogramja
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F6. &bra. A TA002 konjugatum MS spektruma

A molekula vart tomege:  [M+H]*: 2885,0 Da
mért témege:  [M+H]" : 2885,0 Da (*)
[M+H]",: 2755,0 Da (-129 Da ) (")
[M+H]",: 2737,4 Da (-147 Da)) (~)

A tdmegspektrométerben a mérés soran lehasadt a daunomicin aminocukor része.
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F7. dbra. A TA003 konjugatum analitikai HPLC-vel, Nucleosil 100-5 C18 oszlopon felvett kromatogramja
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F8. dbra. A TA003 konjugatum analitikai HPLC-vel, Vydac 214TP C4 oszlopon felvett kromatogramja
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F9. dbra. A TA003 konjugatum MS spektruma

A molekula vart tomege:  [M+H]*: 2885,0 Da
mért tdmege: [M+H]+l: 2884,6 Da (*)
[M+H]": 2755,6 Da (-129 Da) (")
[M+H]",: 2737,0 Da (-147 Da) (~)

A tdmegspektromeéterben a merés soran lehasadt a daunomicin aminocukor része.

- 68 -



2.5

2.0 1 t.=21,2 min
1.5
<

1.0

0.5

0.0

T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
t/ min

F10. &bra. A TA004 konjugatum analitikai HPLC-vel, Nucleosil 100-5 C18 oszlopon felvett kromatogramja
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F11. abra. A TA004 konjugatum analitikai HPLC-vel, Vydac 214TP C4 oszlopon felvett kromatogramja
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F12. 4bra. A TA004 konjugatum MS spektruma
A molekula vart tomege:  [M+H]": 2885,0 Da
mért tomege:  [M+H]*: 2884,2 Da
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F13. &bra. A TA005 konjugatum analitikai HPLC-vel, Nucleosil 100-5 C18 oszlopon felvett kromatogramja
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F14. abra. A TA005 konjugatum analitikai HPLC-vel, Vydac 214TP C4 oszlopon felvett kromatogramja
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F15. dbra. A TA005 konjugatum MS spektruma

A molekula vart témege:
mért tdmege:

A tdmegspektromeéterben a merés soran lehasadt a daunomicin aminocukor része.

[M+H]*: 3467,6 Da
[M+H]* : 3467,0 Da (*)
[M+H]*,: 3337,8 Da (-129 Da) (")
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F16. 4bra. A TA006 konjugatum analitikai HPLC-vel, Nucleosil 100-5 C18 oszlopon felvett kromatogramja
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F17. abra. A TA006 konjugatum analitikai HPLC-vel, Vydac 214TP C4 oszlopon felvett kromatogramja
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Intenzitas

A tdmegspektrométerben a mérés soran lehasadt a daunomicin aminocukor része.

F19. dbra. A TA007 konjugatum analitikai HPLC-vel, Nucleosil 100-5 C18 oszlopon felvett kromatogramja
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F18. dbra. A TA006 konjugatum MS spektruma

A molekula vart tomege:
mért tdmege:

[M+H]*: 3467,6 Da
[M+H]* : 3467,0 Da (*)
[M+H]",: 3337,8 Da (-129 Da) (")
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F20. abra. A TA007 konjugatum analitikai HPLC-vel, Vydac 214TP C4 oszlopon felvett kromatogramja
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A molekula vart témege:
mért tdmege:

F21. dbra. A TA007 konjugatum MS spektruma

[M+H]*: 3467,6 Da
[M+H]* : 3466,2 Da (*)

[M+H]",: 3337,8 Da (-129 Da) (")

[M+H]+3: 2755,3 Da (egy daunomicint tartalmazé konjugatum,

-129 Da) (°)

A témegspektrométerben a mérés soran lehasadt a daunomicin aminocukor része. A termék
kis mennyiségben egy daunomicint tartalmazo6 konjugatumot is tatalmazott szennyezoként.
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F22. abra. A TA008 konjugatum analitikai HPLC-vel, Nucleosil 100-5 C18 oszlopon felvett kromatogramja
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F23. abra. A TA008 konjugatum analitikai HPLC-vel, Vydac 214TP C4 oszlopon felvett kromatogramja
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A molekula vart tomege:
mért tdmege:

A tomegspektrométerben a mérés soran lehasadt a daunomicin aminocukor része. A termék
kis mennyiségben két daunomicint tartalmazo konjugatumot és egyéb szennyzoket is

tartalmazott.

F24. abra. A TA008 konjugatum MS spektruma

[M+H]*: 4050,1 Da
[M+H]* : 4049,5 Da (*)

[M+H]",: 3920,2 Da (-129 Da) (")

[M+H]",: 3299,0 Da (két daunomicint tartalmazo konjugatum,

-147 Da) (#)
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F25. abra. A TA003 konjugatum citosztatikus hatasa a koncentracié fiiggvényében, a pontokra illesztett szigmoid gorbe és

R

¢/ uM

az ez alapjan meghatarozott 1Cso érték

-76 -

ICsp = 6,27 UM

100



F10. tblazat. Az Fmoc/tBu stratégiaban altalanosan hasznalt oldallanc-védécsoportok

Funkcids csoportok Aminosav Védobesoport
I
-OH szerin, treonin, HyC—C—5— terc-butil (tBu)
tirozin \
{ Y1+ tritil (Trt)
-SH cisztein O
O
I acetamidometil (Acm)
HzC—C—NH—CH,—5—
CH, ﬁ
HsC—C——0—C—§- terc-butiloxikarbonil (Boc)
-*NH> lizin O
e 1+ 4-metiltritil (Mtt)
O - - -
HZC:CH_CHZ_O_\C_%_ alliloxikarbonil (Alloc)
T
-°COOH aszparaginsav, HiC——C—0-%~ terc-butil-észter (OtBu)
glutaminsav |
CHj
o aszparagin, . o
CONH tarman OO tritil (Trt)
-imidazol hisztidin O i tritil (Trt)
HsC CHy
HaC— 0 2,2,4,6,7-pentametil-
-guanidino arginin o s‘—g dihidrobenzofuran-6-
) szulfonil (Pbf)
HsC CHj
]
-indol triptofan HsC—T—O—C—é— terc-butiloxikarbonil (Boc)
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F26. abra. In situ aktivészter-képzés DIC és HOBt reagensek segitsegével
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F27. dbra. Szukcinimid-gytirtizarodasi reakcio, majd a- és B-piperidid képzédés piperidin jelenlétében
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F28. abra. In situ aktivészter-képzés PyBOP és DIEA reagensek segitségével
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F29. abra. A daunomicin fragmentalédasa az ESI-MS mérési kdriilményei kozott
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