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Kanyadi Sandor: Almodé
Varost almodtam ide én;

folraktam, itt van: az enyém.

Utat almodtam, kész az ut;
fiirkészem: milyen messze fut?
Fényrdl dlmodtam: fény ragyog.
Es almodtam egy ablakot,

ahonnan majd a végtelen

tavaszi eget nézhetem.

Megvan végre az ablakom,

van szobam, ahol lakhatom,

van aldzatos szényegem,

naponta tobbszor ehetem.

Mi kell még — kérdik —, nem elég?
Oriilok persze — szolanék,

de csak a fejem ingatom.

Allok néman — és almodom.
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1 Bevezetés

A XX. szazad gyogyszerkutatasa nagyrészt kismolekulds hat6anyagok fejlesztésére irdnyult.
Bar ezek eldallitasi koltsége, membran permeabilitasa, kémiai és metabolikus stabilitasa, illetve
ordlis biohasznosulasa az esetek tobbségében kedvezd, a szelektivitds hianya jelentds
mellékhatasokat okozhat. Ezért a korabbi "klasszikus" szerves kémiai modszereken alapul6 és a
Lipinski-féle 5-6s szabalyt (a molekulak moltomege 500 Da-nal kisebb, a hidrogénkotésre
alkalmas donoratomok szama kisebb 5-nél, a hidrogénkdtés-akceptorok szama kisebb 10-nél,
illetve az oktanol-viz megoszlasi hanyados (logP) Kkisebb 5-nél) figyelembe vevé hatdanyag-
kutatds helyébe az elmult néhany évtizedben egyre inkdbb a tudatosan tervezett, célspecifikus,
szelektiv megkozelités 1épett, igy a szazad végétdl jelentdsen fellendiilt a fehérje- és peptid-alapu
gyogyszerek fejlesztése.2

A peptid-alapt gyogyszerek 5-50 aminosavbol allo bioldgiai hatassal rendelkezd vegyiiletek,
melyek méretben a kismolekuldk és a fehérjék kozé esnek. Altaldban hatékonysaguk ¢és
szelektivitasuk 1ényegesen nagyobb, mig a legtobb esetben toxicitasuk a kisebb szoveti
akkumulacié miatt jelentdsen alulmarad a kis molekulatomegili szerves hatdéanyagokhoz képest.
Tovabba az alacsonyabb eldallitasi koltségiik, nagyobb stabilitasuk, magasabb aktivitasuk, jobb
szOveti penetraciojuk és kisebb immunogén hatasuk elonyosebbé teszik a peptideket az antigén
tipusu fehérjékkel szemben is. Hatranyuk azonban a révid plazma felezési id6, az alacsony receptor
szelektivitas és a rossz oralis biohasznosulas, melyek kikiiszobolésére napjainkban mar szamos
kutatas iranyul. Az eredmények alapjan ezen problémékra megoldast jelenthet a kiillonb6zo
molekulakkal (pl. poli(etilénglikol)-lal, lipidekkel, fehérjékkel) vald konjugacié.?

A peptidek nagy kémiai és biologiai valtozatossaga szdmos betegség, példaul
anyagcserezavarok, sziv- €s érrendszeri betegségek vagy tumorok gyogyitasat teheti lehetové. Az
aktiv kutatasok és fejlesztések hatasara a természetben eléforduld nativ molekulak peptid analogjai
mar megtalalhatok a klinikumban alkalmazott gyogyszerek kozott. Mara mar 60 peptid-alapu
gyogyszer engedélyezett az Egyesiilt Allamokban, Eurépaban és Japanban, és jelenleg is tobb, mint

150 jeldlt vesz részt aktiv human Klinikai vizsgalatokban (1. dbra).?
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1. 4bra A terapias célu peptidek szama a kiilonboz6 gyogyszerkutatési fejlesztési fazisokban?

Doktori  kutatdsom soran irdnyitott tumorterdpiaban  alkalmazhatdo  peptid-alapt
hatéanyaghordoz6 rendszerek tervezésével és szintézisével foglalkoztam. A munkdm soran
kiilonféle iranyitoé peptidmolekulakat (GnRH, Angiopep-2, GE11, D4, tuftsin) és hatdanyagokat
(protoporfirin 1X, daunomicin), valamint egyes esetekben enzim-labilis spacereket (GFLG, VA,
YRRL) tartalmaz6 konjugatumokat allitottam elé. Ezek révén tanulmanyoztam az iranyito
konjugatumok bioldgiai hatékonysagara. Kutatdsom kiterjedt ezen konjugatum rendszerek
esetleges oldhatosagi és tomegspektrometrids azonosithatosagi problémainak feltérképezésére és

azok megoldasara is.



2 Irodalmi attekintés

2.1 A rak: a gyégyithatatlan betegség?

A régi mondas szerint a rak olyan régi, mint az emberiség. Am paleopatologiai kutatasok azt
mutatjak, hogy a daganatok mar joval azel6tt megjelentek allatokban, miel6tt az ember kifejlodott
volna. Az orvostudomany legkorabbi irdsos emléke a rakrdl az Edwin Smith-papiruszban talalhato,
amelyet i.e. 3000-ben irtak, és egy emlorakot ir le. A szerz6 arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a
mell duzzadt daganata egy sulyos betegség, melyet nem lehet kezelni. Hippokratészt (i.e. 460-375)
a daganatok egy mozg6 rékra emlékeztették, ami késObb a karcindma (karcinosz gordgiil rakot
jelent) elnevezéshez vezetett. O kiilonboz gydgymodokat alkalmazott a kiilonbdzé tumoros
elvaltozasok ellen, azonban a legtobb daganatot gyogyithatatlannak tartotta.® Noha a betegséget
mar évezredek oOta ismerjiik, csak a XX. szdzadban sikeriilt attorést elérni a gydgyitasaban és a
diagnozisaban. Ennek ellenére még a mai napig nem talaltak igazan hatékony gyogymodot a rak
gyogyitasara, mely elsdsorban a betegség sokféleségébdl adodik.

A rak egy gyljtéfogalom, amely szaznal is tobb betegséget foglal magaba. A daganat
kialakulasa minden esetben genetikai meghibasodasra vezethetd vissza, mely soran felborul a
sejtnovekedést serkentd €s gatld szabalyozas, igy az érintett sejtek kontrollalatlan osztddasba
kezdenek. Ennek hatasara egy sejttomeg alakul ki, amely atlépi a bazalis laminat, megtamadja a
kornyezd szoveteket, végiil elterjed az egész testben, ugynevezett attéteket képezve. Ez az
atalakulas egy tobblépéses folyamat, melyet mind kornyezeti, mind oOrokletes tényezok
befolyasolnak.

A rak kialakulasahoz vezet6 kornyezeti hatasok kiilonfélék lehetnek. Rakkeltd hatastak példaul
azok az ionizal6 sugarzasok (ultraibolya-, rontgen-, radioaktiv béta- és gamma-sugarzas), amelyek
elérik a kémiai kotések gerjesztéséhez, felszakitdsahoz sziikséges kiiszobenergiat, és igy képesek
kozvetleniil vagy kozvetve a DNS-ben molekuldris valtozast eldidézni. A kémiai karcinogének (pl.
epoxidok, aromas aminok, policiklusos aromas szénhidrogének) elsdsorban elektrofilek, vagy a
szervezetben azza alakulnak, és igy képesek a sejt f6 6sszetevdit (DNS, RNS, fehérjék) modositani.
A rék kialakuldsahoz tovabba hozzéjarulhatnak kiilonb6z6 onkogén virusok (pl. Hepatitis B és C,
human papillomavirus), melyek vagy kozvetleniil karosithatjak a gazdasejt DNS-ét, vagy kronikus

gyulladast valtanak ki, illetve tovabbi jelentés kockéazatot jelent a hosszu ideig tarto stressz is.*



A legtobb daganat monoklonalis eredetii, azaz egyetlen sejtbdl alakul ki genetikai valtozasok
felhalmozodésa és klonalis novekedés eredményeként. A folyamat harom 1€pésbdl all: az elso,
irreverzibilis 1épés az iniciacid, amely soran a sejtben spontan modon, vagy kiilsé hatdsokra az
osztodast, sejthalalt és differencidlodast érintd mutaciok keletkeznek. Az ezt kovetd, idében
elhtzodo, reverzibilis folyamat a promoécid, amely sordn a muticidkat tartalmazod sejtbol
osztddassal klon jon létre. A harmadik 1épés a progresszid, ami a sejtek invazivva (attétképzésre
hajlamossd) valdsat, és igy rosszindulati daganat, vagyis rak kialakulasat eredményezi. A
joindulati tumoroknak, melyek nem képesek elhagyni a keletkezésiik helyét és attéteket képezni,
is lehet karos hatasa, a potencialis letalitds azonban elsGsorban a rosszindulati daganatokhoz
kothetd.”

Az inicidcid soran altaldban a DNS-javitd mechanizmusok is sériilnek, tehat a mutacids rata
megnd, ami az osztodasi rata ndvekedésével egyiitt extrém mennyiségli mutacio kialakuldsahoz
vezet. A legtobb tumorsejt tobb ezer pontmutaciot és tobb szdz kromoszoémamutéciot tartalmaz. A
mutaciok lehetnek a daganat kialakulasahoz érdemben hozzajaruld tgynevezett ,driver”, és a
tumorfejlodés szempontjabol kozombos Un. ,,passenger” muticiok. A muticiok mellett
epigenetikai  folyamatok (metilaciés mintazat- vagy kromatinszerkezet-valtozasok) is
kozrejatszhatnak a rak kialakulasaban.

A rékhoz vezet6 ut legfontosabb eleme az osztddasi homeosztazis felboruldsa: a sejtek elvesztik
az apoptozisra valo készségiiket, képesek lesznek folyamatos novekedésre €s osztddasra, a
jelatviteli itvonalakon érkezd antiproliferacios szignalokra pedig érzéketlenné valnak. A folyamat
elérehaladtaval egyre kevésbé jellemzd rajuk a differencialtsag, ez teszi lehetdvé a fokozott és
teljes ¢€lettartamuk alatt fennmarad6 osztodasi aktivitast. Emellett gyakran képesek a kornyezo
egészséges sejteket is a sajat szolgalatukba allitani, példaul érképzddést (angiogenezist) indukalni,
ezaltal egy specidlis mikrokdrnyezetet, un. tumorsztromat hoznak létre az ket koriilvevd
szovetben.

A progresszid stddiumaban megjelenhetnek a kariotipust érinté genetikai valtozasok, példaul
hidnyzo és extra kromoszomak, nagyobb 1éptékii transzlokaciok, vagy akar tobb sejtmagvusag is
eléfordulhat. Gyakori a sejtmorfoldgia megvaltozasa és az adhézids kapcsolatok sériilése, ami
kulcsfontossagl a rosszindulatii daganat kialakulasaban, hiszen igy a sejtek a vérarammal tavoli

szovetekbe is eljuthatnak, és ott 4ttéteket (metasztazisokat) képezhetnek.®
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Hazankban 2018-ban a kiilonbdzd rakbetegségek a haldlozasok 25%-4t okoztak,” és sajnos
vilagviszonylatban is az els6k kozott taldlhatdé Magyarorszag. A népességszamot is figyelembe
véve a ndk a negyedik, mig a férfiak a masodik helyen 4llnak a halalozasi listan.®

Altalanosan elmondhaté, hogy a rakbetegségekre sokféleségiik miatt nincs altalanos gyogymad.
A terapia meghatarozasa a tumor fajtajatol, elhelyezkedésétdl és eldrehaladottsagatol (a tumor
mérete, nyirokcsomok kozelsége és az attétek jelenléte vagy hidnya), valamint a beteg altalanos
allapotatol is fligg. A kezelés célja mindig a rak teljes eltavolitasa a szervezet tobbi részének
karositasa nélkiil. Ha ez nem lehetséges, akkor a cél a beteg ¢letének meghosszabbitasa ugy, hogy
a hatralévo ¢életét elfogadhatd életmindségben tolthesse. A kezelés torténhet sebészeti ton, sugar-

crer

, Immun-, hormon-, kemo- vagy iranyitott terapiaval, illetve ezek valamilyen kombinaciojaval.
2.1.1 Tumoros megbetegedések kezelése

A sebészi megoldas a leggyakrabban alkalmazott modszer a rakterapidban. Ha a daganat jol
lokalizalhat6 és jol hozzaférhetd, akkor még ma is a miitét a legjobb valasztas a gydgyulashoz. A
beavatkozés soran nem csak a lathato daganatot tavolitjak el, hanem a kdrnyezd ép szovetek egy
részEét is a tumor szorddasanak elkeriilése érdekében. Az adott szerv kornyékén 1évd Orszem
(sentinel) nyirokcsomokat is az esetek tobbségében eltavolitjak, mivel metasztazis soran itt
keletkezhetnek elészor attétek.®

A sugarterapia napjainkban a daganatos betegek kezelésében a madasodik leggyakrabban
alkalmazott terapids eljaras. Wilhelm Conrad Rontgen 1895-ban fedezte fel a rontgen-sugarzast,
amelyet 3 évvel késébb mar rakgydgyitasra is hasznaltak. Napjainkban a kezeléshez gyorsitott
elektronokat, °Co, 1?°1, 1%pd vagy '%Ru sugarforrasokat hasznalnak. A nagy energiaji ionizald
sugarzas karositja a DNS-t, ezaltal gatolja a sejtosztddast, igy felhasznalhatdo a tumorsejtek
elpusztitasara vagy a daganat méretének csokkentésére. A radioterapia legeredményesebben — a
sebészi terapidhoz hasonldan — a jol koriilhatarolhatd tumorok esetében hasznalhato; elsdsorban
méhnyak-, fej-nyaki-, gége- és tiidorak esetében alkalmazzak, de a mddszerrel leukémia vagy
nyirokcsomorak is kezelhetd. A terdpia nem szelektiv, tehat a hatés érinti az egészséges sejteket is,
de a mai technikédval a nagy dézisu besugarzds a mélyen fekvd rdkos szovetekre is pontosan
iranyithato, a normal szovetek minimalis roncsoldsa mellett.

Az immunterdpia a szervezet sajat természetes védekezd rendszerét serkentve, az

immunreakciokban résztvevd fehérvérsejteket aktivalva vagy tamogatva kiizd a rakos
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megbetegedések ellen. Elsdsorban kis kiterjedésti tumorok esetén alkalmazhato, altalaban a
hagyomdanyos kezelések kiegészitéseként alkalmazzdk. Az aktiv immunizacié sordn a beteget a
daganatbol készitett vakcindval oltjak be, igy segitve az immunrendszert a daganatos sejtek
interferonok, interleukinek, mas citokinek) fejleszthetok ki, melyek utanozzak vagy befolyasoljak
a természetes immunvalaszt, ezaltal kontrollalva a sejt novekedését. Ezt a modszert passziv
immunterdpianak nevezik. Az immunterapia napjaink egyik legigéretesebb forméja a
monoklondlis antitest terdpia, ahol az antitestek a tumorsejt felszinén taldlhatd receptorokhoz
kapcsolodnak, ezaltal a sejt vagy elpusztul, vagy beindulnak olyan immunfolyamatok, amelyek a
sejt pusztulasat okozzak. Az els6 klinikumban is alkalmazott monoklonalis antitestek a rituximab
(Rituxan) és trastuzumab (Herceptin) voltak, melyeket az 1990-es évek vége felé fejlesztettek ki a
non-Hodgkin limfoma illetve a HER-2 pozitiv mellrék ellen.!

A hormonterapia sordn, melynek alapjait a XIX. szdzad végén Thomas Beatson fektette le,
altalaban a szervezetben termelt hormonok hatasait gatoljak. Beatson azt talalta, hogy a mellrdkban
szenvedd betegeknél a petefészek eltavolitasa javulast eredményez, igy mar a hormon felfedezése
eldtt felismerte a ndi petefészek hormon, az dsztrogén stimulald hatasat az emlérakra.t2 A XX.
szazad soran megértették a hormonok daganatsejtekre gyakorolt hatas mechanizmusat, az 0j
gyogyszerek (pl. aromatdz-gatlok, luteinizal6 hormon-felszabadit6 hormon (LHRH) analogok és
inhibitorok) pedig nagyban megvaltoztattdk a hormonfliggd daganatok (mell-, petefészek,

prosztatarak) kezelését.

2.1.2 Kemoterapia

Kemoterapiat eldszor tobb, mint 60 évvel ezeldtt hasznaltak limfoma gyogyitadsara. A modszer
lényege, hogy a beteget olyan hatéanyagokkal kezelik, amelyek a tumorsejteket elpusztitjak
(citotoxin), vagy szaporodasukat gatoljak (citosztatikum). Az eljarast altalaban az elérehaladott
vagy attétes rakos megbetegedések gyogyitasara hasznaljak.

A tumorokban a normal szovetekhez képest jelentdsen nagyobb az 0sztddo sejtek aranya, ezért
a hagyomanyos kemoterapias eljarasok célpontjai az osztodasban 1évd, illetve az osztddas felé
halad6é (proliferalodo) sejtek. A kemoterdpids szerek vagy a DNS megkett6zddését, vagy az
ujonnan létrejott kromoszomak szétvalasat gatoljak. Ugyanakkor a szervezetben jelenlevd és

¢lettani koriilmények kozott is viszonylag gyorsan megujuld szovetek (pl. csontveld, szortiiszo,
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sz4j- és bélnyalkahartya) is célpontot jelentenek a citotoxikus drogoknak, szamos mellékhatast
kivaltva. A hajhullas a leginkdbb szemmel lathaté ilyen hatds, de gyakran jelentkezik
faradékonysag, hanyinger és hanyas is. Mivel a kezelés karositja a csontveldt is, csokken a
fehérvérsejt-szam, igy konnyebben alakulhatnak ki kiilonb6zo fertézések, illetve
gyogyszerspecifikus mellékhatasok is felléphetnek, tigymint a kardiotoxicitas, a veseelégtelenség
vagy a teratogén hatas.’®* A modszer hatékonysagat korlatozza még, hogy a tumorsejtek
rezisztenssé valhatnak az alkalmazott szerekkel szemben (multidrog rezisztencia).

Az alkalmazott gydgyszerek mennyiségének novelése fokozza a hatékonysagot, azonban a
mellékhatasok stilyossagat is noveli. A hatékonysdgot a kiilonb6z6 tdmadasponttl szerek kombinalt
alkalmazasa is novelheti. Ez a kombinalt kemoterapia, melyet leggyakrabban leukémia és egyes

limfémak esetén alkalmaznak.'*

2.1.2.1 Kemoterapiaban alkalmazott hatéanyagok
A daganatterapiaban alkalmazott anyagok lehetnek az €l6vilag biologiailag aktiv anyagai (pl.
antraciklinek, kriptoficinek), melyek egy része a népi gydgyaszatbol is ismert hatéanyag (pl.
Vinca-alkaloidok), azok félszintetikus szarmazékai (pl. etopozid), sejtbiologiai ismeretek alapjan
szintetizalt molekulak (pl. metotrexat, 5-fluoruracil), illetve hatasmechanizmus (pl. taxol) vagy
kémiai reakcio tipusa alapjan (alkilezOszerek, mustarnitrogének) valasztott vegyiiletek.
A hatéanyagok azonban nem csak eredetiik, hanem hatdsmechanizmusuk alapjan is
csoportosithatok. Igy az alabbi tipusok kiilonboztethetdk meg:
e antimetabolitok: foként nukleotid bioszintézis gatlok, melyek a DNS szintézishez sziikséges
enzimeket vagy anyagcserét gatoljak. Ilyen hatéanyagok pl. a metotrexat és az 5-fluoruracil.
o alkilezdszerek: keresztkotéseket hoznak létre a DNS-lancok kozott, mellyel gatoljak a
replikéciot. Ilyen pl. a melfalan és a ciszplatin.
e topoizomeraz-gatlok: a DNS-sel interkalacios komplexet hoznak létre, mint pl. az
antraciklinek és az etopozid.
e antimitotikumok: gatoljak a mitotikus orsé kialakulasat. Ilyen hatdéanyagok pl. a Vinca-
alkaloidok és a taxol.
e jelatviteli mechanizmust modositok, melyek lehetnek sejtfelszini receptor vagy kindz-gatlok.
Ilyen pl. a trastuzumab, az imatinib vagy a flavopiridol.
e proteoszoma ¢és HSP-gatlok, mint pl. a bortezomib és a geldanamicin.
e fehérjeszintézis szabalyozasat gatlok, pl. az aszparaginaz vagy a rapamicin.
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e hormonszarmazékok: els6sorban aromatazgatlok, LH-RH vegyiiletek, szomatosztatin
szarmazekok. Ilyenek pl. a letrozol, a triptorelin és az octreotid.
e citokinek, pl. az interferonok és az interleukinek

e antimetasztatikus gydgyszerek, mint pl. a biszfoszfonatok.

egy¢b bioldgiai hatbanyagok, melyek lehetnek pl. antitestek vagy vakcinak.

Citotoxikusnak nevezziik azokat a gyogyszereket, amelyek elpusztitjak a rakos sejteket €s szinte
kizarolag a sejtproliferaciot fenntartd molekularis tényezdket karositjak. Ide sorolhatok az
antimetabolitok, az alkilezdszerek, a topoizomeraz gatlok és az antimitotikumok. Ezzel szemben
citosztatikusnak nevezziik azokat az anyagokat, melyek a tumorsejtek szabalyozasi zavarat
modositjdk vagy a tumorprogresszidt korlatozzak, ezaltal leéllitva a sejtproliferaciot. Ilyen
hatéanyagok a jelatviteli mechanizmust moédositok, a proteoszoma és HSP-gatlok, illetve a
fehérjeszintézis szabalyozasat gatlok. Ez a felosztas természetesen nem kizardlagos, hiszen a
citotoxikumok a kezelés korai szakaszédban a koncentracidtol és a sejt tipusatol fiiggden eldbb
leallitjak a sejtosztodast, tehat citosztatikus hatast is mutatnak, mig egyes citosztatikumok a
sejtszabalyozas modositasanak kovetkezményeként elpusztitjik a sejtet.*

A doktori munkam soran én daunomicint hasznaltam a biokonjugatumok eldallitasara, ezért az

alabbiakban ezt a hatdéanyagot részletesebben is bemutatom.

2.1.2.2 Daunomicin
A daunomicin (daunorubicin, Dau) a doxorubicin, epirubicin ¢és idarubicin mellett az
antraciklinek csaladjaba tartozik, a Streptomyces peucetius baktérium termeli antibiotikumként.
Széles korben alkalmazzak a leukémia és egyes szarkémdk kemoterapids kezelése soran.™
A daunomicin vords szinli kristdlyos anyag, a kereskedelemben hidroklorid s6ja kaphato.
Szerkezete a 2. dbra lathato. A kondenzalt tetraciklusos gytriirendszerhez (aglikon rész) egy cukor,

az L-daunozamin kapcsolodik. 8
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2. abra Daunomicin szerkezete és konjugaciora alkalmas funkcids csoportjai

A daunomicin biologiai hatésait eldszor 1964-ben irtak le.}” Azt talaltdk, hogy a Dau gatolja a
DNS szintézisét, ezaltal a sejtek osztodasat is. Késobbi kutatasok kimutattak, hogy a kezelés soran
alkalmazott dozis befolyasolja a hatdsmechanizmust is. A sejtben keletkezhetnek szabad gyokok,
igy szerepe lehet a lipidperoxidacioban, interkalalodhat, alkilezheti a DNS-t, befolyasolhatja a
DNS-szalak szétvalasat és a helikdz enzim aktivitdsat, valamint gatolhatja a topoizomeraz II
enzimet, melynek fontos szerepe van a DNS transzkripcioban.'®

Mivel a daunomicin nem csak a daganatos, hanem az egészséges sejtekre is hatassal van, ezért
szdmos nem kivanatos ¢és bizonyos esetekben toxikus mellékhatédssal is bir, mint példaul a hanyas,
hasmenés, étvagytalansag, a hajhullas, a kardiotoxicitas és az immunszupresszio. Ezen kiviil a
bérrel érintkezve holyaghuzo hatasu, és allergiat is okoz. Ugyanakkor a kemoterapia soran fellép6
karos mellékhatasok elkeriilése és a terapids dozis emelése érdekében a daunomicint kiilonbozo
hordozékhoz, mint példaul polimerekhez (pl. HPMA?'® és EAK™®) vagy oligopeptidekhez?®%
kapcsolhatjuk vagy esetleg liposzomakba zarhatjuk (DaunoXome!®?4).

A hordozo6hoz val6 konjugalasra tobb lehetdség van, hiszen a daunomicinnek két konjugaciora
alkalmas funkcios csoportja van: a daun6zamin aminocsoportja és az aglikon rész 13-as C-atomjan
talalhato oxocsoport (2. abra). Ha hidrazonkdotést alakitunk ki a konjugatumban, akkor a kotés pH
érzékenysége (pH < 5 bomlik) miatt a tisztithatosag nehézkessé valik,”®> mig ha a cukorrész
aminocsoportjan alakitjuk ki a kotést, akkor a konjugatum bioldgiai hasznosithatosaga jelentdsen
csokken.?® Az aminocsoporton keresztiil torténd konjugicid a biolégiai hatds elvesztése nélkiil

abban az esetben lehetséges, ha ugynevezett ,,self-immolative” linkereket hasznalunk.?” Ebben az
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esetben egy biologiailag kevésbé hatékony ugynevezett ,,prodrug” format alakitanak ki, ahol a
,»self-immolative” linker a hordozé molekulat és a hatéanyagot kapcsolja 6ssze. A linker hasadasat
valamilyen kiils6 koriilmény (enzim hasitas, pH valtozas, redox reakcio) okozza, mely elindit egy
kaszkad eliminacios folyamatot, ami végiil a szabad hatéanyag felszabadulasahoz vezet.?8?°

A munkdm soran a daunomicin peptidekhez torténd kapcsoldsahoz oximkotés kialakitasat
valasztottam. Ehhez a peptidekhez egy aminooxiecetsavat kapcsoltam, amely alkalmas arra, hogy
a daunomicin oxocsoportjaval oximkdtést alakitson ki egy kemoszelektiv ligacios eljarasban (3.

dbra).
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3. abra Az aminooxiacetilezett peptid reakcidja daunomicinnel

2.1.2.3 A daunomicin fragmentacioja tomegspektrometrias koriilmények kozott
Fehérjék, peptidek és biokonjugatumok tomegspektrometrias vizsgalata sordn elsdsorban lagy
ionizacids technikdkat (elektrospray ionizacid (ESI), matrix segitett 1ézer deszorpcids ionizacid
(MALDI)) alkalmaznak. Ilyen koriilmények kozott intakt protonalt ionok keletkeznek, melyek
segitik a spektrum értelmezését. Azonban egyes molekuldk esetén a 1agy ionizacids koriilmények
kozott nem csak az intakt molekulat detektaljuk, hanem kiilonb6z6 fragmensek is megjelennek a

spektrumban. Ez a jelenség a daunomicin esetében is fellép, ami jol megfigyelhetd a 4. abra.
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4, abra A daunomicin fragmentacioja az altalanosan alkalmazott ESI-MS koriilmények kozatt.
A szerkezetek a semleges, nem protonalt molekulaknak felelnek meg.

Ez a fragmentacio az ionforrason beliil torténik, és jellegzetes fragmens ion mintazatot ad. A 6
fragmentacios utvonal a glikozidos kotés hasadasa, a toltés pedig vagy az aglikon vagy a
daundézamin fragmensen marad.*® A cukorrész (m/z 130,0) lehasadasa hidroxil-funkciés aglikon
részt (m/z 528,0-129,0 = 399,0) vagy telitetlen aglikont (m/z 528,0-147,0 = 381,0) eredményez.

Ez a jellegzetes fragmentacido megfigyelhetd a daunomicin konjugatumainak vizsgalata soran
i1s, azonban a fragmentaci® mértéke erdsen fligg a konjugatum szerkezetétdl. Korabbi
megfigyelések alapjan kijelenthetd, hogy a fragmentacid bazikus oldallancot tartalmazo
aminosavak (pl. lizin és arginin) jelenlétében fokozottabb. Tovabbi problémat okoz, hogy a
glikozidos kotés savas koriilmények kozott, a konjugatumok szintézise és tisztitdsa soran is
hasadhat, és a cukorrész elvesztése jelentdsen csokkenti a bioldgiai hatast.?® Az igy kapott
melléktermék tomege pedig megegyezik a fragmentacid soran keletkezd fragmens tomegével.
Ezek a korilmények pedig jelentdsen megnehezitik a molekulak tomegspektrometrias azonositasat

¢s tisztasaguk meghatarozasat.

2.1.3 Fotodinamikus terapia

A fotodinamikus terapia (PDT) egy a klinikumban is alkalmazott kezelési modszer fej-nyaki-31,
bér-22, mell-*3, illetve holyagrak® esetén. A PDT a kemoterapia egy specialis valtozata, mely soran
onmagukban nem toxikus komponenseket, egy fényérzékenyitot, fényt és oxigént alkalmaznak. A

fényérzékenyitd hatdoanyag (photosensitizer, PS) passzivan akkumulalodik a tumorsejtekben, majd
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ha az abszorbancia maximumahoz kozeli hulldmhosszisagi fénnyel oxigén jelenlétében
besugarozzuk, akkor a PS aktivalddik, ami az 5. abra feltiintetett mechanizmus szerint a tumorsejt
haldldhoz vezet. A folyamat sordn elektron ¢és energiatranszfer hatasara rendkiviil reaktiv
gyokmolekulak és szinglett oxigén (102) keletkezik. Ezek nagyon gyorsan elreagalnak a koriilottiik
talalhato biomolekulakkal, amely végiil apoptozis vagy nekrozis utjan a sejtek pusztulasdhoz vezet.
Az elpusztult teriilet hegesedés nélkiil, esztétikai szempontbol nagyon szépen gydgyul. A PDT
hatdsmechanizmusat els6ként Dougherty és munkatarsai irtdk le 1978-ban, és azota is szamos

kutatocsoport foglalkozik a témaval.®®
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5. abra A fényérzékenyitd anyag besugarzas hatasara bekdvetkezo elektronikus valtozasai és a
hatasmechanizmus magyarazata Jablonski diagram segitségével.

A fényérzékenyitd anyag elektronjai fény hatasara az alapallapotbol (So) az elsé (S1), majd a
masodik gerjesztett allapotba (S2) keriilnek, ahonnan kiilonbozé atmenetek (fluoreszcencia vagy
sugarzasmentes atmenet) segitségével relaxalodnak az alapallapotba (5. dbra). Egyes esetekben
spinvaltd atmenet (tiltott atmenet) hatasara a szinglett allapotbdl triplett allapotba (T1) keriil a
molekula. Ez egy hosszabb élettartamt energiaéllapot, mely foszforeszcenciaval (tiltott &tmenet)
relaxalodhat az alapallapotba, vagy elektron transzfer hatasara reaktiv oxigén specieszek (ROS),
vagy energia transzfer soran egy alapéllapoti oxigén molekulabdl (30,) szinglett oxigén (10y)

keletkezik. Mind a ROS, mind a 'O, nagyon reaktivak (életidejiik kb. 3 ps), és gyorsan, kizarélag
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lokalisan oxidaljak a kiilonb6z6 biomolekulakat, melyek végiil a sejt halalat eredményezik. A
mitokondriumban lokalizalédo fényérzékenyiték gyakran indukalnak apoptdzist, mig a plazma-
membranban lokalizalodok féleg nekrozist okoznak a besugarzo fény hataséara.®

A PDT szelektivitasa a PS tumorban vald akkumulaciojabol és az alkalmazott nem ionizald
jellegli fény pontos célzasabol adodik. Azonban az alkalmazott PS-ek nagy része nem csak a
tumorban lokalizalodik, hanem egészséges szovetekben is, mint a szemek vagy a bor, melyek
kiilondsen ki vannak téve a napsugarzasnak, ez pedig stlyos mellékhatasokhoz vezethet.6=° A
terapia szelektivitasan jelentdsen javithatunk, ha a PS-t egy, a tumorsejteket szelektiven felismerd
iranyité6 molekuldhoz kapcsoljuk. Ezt a lehetéséget napjainkban intenziven vizsgaljak.*

A PDT-t jelenleg elsdsorban borbetegségek, illetve konnyen hozzaférhetd, vagy tireges szervek
esetén alkalmazzidk. Ennek egyik oka, hogy a legtobb PS kifejezetten hidrofob, igy a rossz
felszivodas miatt csak a lokalis felhaszndldsuk megoldott, masik oka pedig a besugarz6 fény
korlatozott penetracios képessége. Altalanossagban elmondhatd, hogy minél hosszabb az
alkalmazott hullamhossz, annal mélyebbre képes a fény behatolni a szovetbe. A penetracié 400 nm
(kék fény) esetén kisebb, mint I mm, 514 nm-nél (z6ld fény) 0,5-2 mm, 630 nm (v6ros fény) esetén
2-3 mm, mig a legnagyobb behatolasi mélységet (4-4,5 mm) 870 nm-es hullamhosszisagh fény

(kozeli infravords) alkalmazasaval lehet elérni.*

2.1.3.1 Fotodinamikus terapiaban alkalmazott hatéanyagok

A PDT-ben fényérzékenyitdként alkalmazhaté hatéanyagoknak tobbféle fotofizikai és
fotokémiai kovetelménynek kell megfelelniiik. Mivel a szovetek fényateresztése 700-900 nm
kozotti tartomanyban a legnagyobb (3-5 mm), ezért a hatéanyagoknak jelentés abszorpciot kell
mutatniuk ebben a tartomanyban, illetve az alkalmazott erds fénysugar hatasara csak kis mértékben
bomolhatnak. Mindemellett a PS-nek nagy hatasfokkal kell triplett allapotba keriilnie, és ennek az
allapotnak nagyobb energiaval kell rendelkeznie, mint a 'O, gerjesztési energija, tovibba a
gerjesztett allapot élettartamanak kelléen hossziinak kell lennie ahhoz, hogy végbe mehessen az
energia- és/vagy elektronatadas. Ezenkiviil a fényérzékenyité hatdbanyagoknak bizonyos bioldgiai
kovetelményeknek is meg kell felelniiik, melyeket nagyrészt a fiziko-kémiai paramétereik, mint
pl. a lipofilitas és a pH-fiiggd sajatsagok hataroznak meg.*?

Az elsO generacios PS-ek a hematoporfirin és a fotofrin II. Ezek komplex 6sszetétele azonban

jelentésen neheziti az eldallitast, tovabba az igen alacsony abszorpcids hatékonysag és az
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alkalmazott viszonylag alacsony hullamhossz (630 nm) miatt fellépd borérzékenység is neheziti a
felhasznalast.

A masodik generacios fényérzékenyitdk mar jol definidlt szerkezettel és 0Osszetétellel
rendelkeznek, legnagyobb résziik valamilyen porfirin szarmazék (pl. benzoporfirin, ftalocianin,
naftalocianin, protoporfirin). Ezek a PS-ek mar hosszabb hullamhosszon nyelik ¢l a fényt, igy
kevésbé okoznak fényérzékenységet, illetve egyes esetekben hordozod molekula nélkil is
szelektiven akkumuldlodhatnak a tumorsejtekben.

A harmadik generacios PS-ek esetében mar specidlis hordoz6 molekuldk is segitik a szelektiv
akkumulaciét. Napjainkban is intenziv kutatdsok iranyulnak olyan PS-ek eldallitasara, melyek
vizoldhatok, szelektivek, illetve nem okoznak sulyos mellékhatdsokat (photo-bleaching).*?

Az FDA altal eddig engedélyezett fényérzékenyitd hatdanyagok nagyrészt masodik generacios
PS-ek, szerkezetileg pedig porfirin- (Photofrin®, Visudyn®), tetrapirrol- (Lutex®, Tookad®) vagy
klorin-szarmazékok (Purlytin®, Foscan®, Laserphyrin®). Klinikai vizsgalatokban tovabbi
fényérzékenyitdket, példaul porficéneket, bakterio-klorinokat, ftalo- és naftalocianinokat,
hipericin- és fenotiazin szarmazékokat is tanulméanyoznak.*>44
A doktori munkam soran protoporfirin IX-et hasznaltam a biokonjugatumok eldallitasara, ezért

az aldbbiakban ezzel részletesebben foglalkozom.

2.1.3.2 Protoporfirin 1X

A protoporfirin IX (PplX, 6. dbra) a gyiriis tetrapirrolok csaladjaba tartozo vegyiilet. Alapvaza
a porfirinvaz, mely négy pirrolgytiriibdl épiil fel, a gyliriik szubsztitucidjaval pedig a molekula négy
metil-, két propionsav- és két vinilcsoportot tartalmaz p,[-pozicioban. A 22 m-elektronnak
koszonhetden ez egy erdsen delokalizalt elektronrendszer, melybdl csak 18 all direkt
konjugéacidban egymassal.®®

A protoporfirin IX egy endogén fényérzékenyitd hatdbanyag, ez a hem bioszintézis utolsd
intermedierje. Egyszerlisége miatt mar a klinikumban is elterjedt a hem-ciklus felhasznéalasa a PpIX
in situ eldallitaisara. Ebben az esetben a szervezetbe oralisan vagy lokalisan juttatott o-
aminolevulinsav (ALA, a hem bioszintézis elsé intermedierje) hatdsara a korosan felfokozott
anyagcserével rendelkezd sejtek (pl. tumorsejtek) protoporfirin IX-et termelnek. Ez egy kivalo
fotoérzékenyitd, azonban a szervezet altal termelt PpIX nem csak a rdkos, hanem az egészséges

sejtekben (pl. a csontveldben, vorosvértestekben és a majban) is felhalmozodik, ezéltal pedig

fényérzékenységet vagy majkarosodast okozhat. Ugyanakkor a PpIX nem halmozodik fel tartosan
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a szervezetben, ezért az altalanos fényérzékenyité hatasa sokkal kisebb mértékii, mint mas PS-ek

esetében. 4240

7

HOOC COOH
6. abra Protoporfirin IX (PplX)

A PpIX nemcsak endogén, hanem un. exogén hatéanyagként (pl. irdnyitott terdpiaban) is
alkalmazhato, hiszen két karboxilcsoportja alkalmas iranyitd molekuldk konjugalasara, ezaltal

lehetéséget adva a szelektivitds novelésére. A PpIX-et felhasznaltdk mér peptidekhez,**8

49-51 52

nanorészecskékhez, illetve kvantumpontokhoz valéo konjugalasra,”> valamint polimer

dendrimerekben kapszuldzva is.>%%*

2.1.4 Iranyitott tumorterapia

Mivel a kemoterdpias szerek szamos mellékhatast valtanak ki, nem szelektivek, gyorsan
kitirilnek a vérdrambol és a tumorsejtekben rezisztencia alakulhat ki veliik szemben, ezért
kézenfekvd megoldast nytjthat olyan gyogyszerek kifejlesztése, amelyek csak a daganatsejtekre
hatnak, ezaltal megkimélve az egészséges sejteket €s szoveteket. Az 1990-es években fordult a
kutatas az iranyitott tumorterapia fel¢, melynek segitségével a citosztatikus szerek szelektiven a
tumorsejtekbe juttathatok, igy egyidejlileg ndvelve a hatékonysagot €s javitva a betegek
¢letmindségét a kezelés alatt. Az alapgondolat, az un. ,,magic bullet”, Paul Ehrlichtdl szdrmazik,
aki 1908-ban az immunolodgia teriiletén végzett munkassagaért Nobel-dijat kapott.>® Ez az elmélet
olyan anyagokra vonatkozik, amelyek szelektiven hozzak6tédnek a korokozokhoz és a hozzajuk
kapcsolt toxin segitségével specifikusan pusztitjdk el azt. A kotddés a sejt felszinén 1évo

»oldallancok™ segitségével torténik, amely hatasara a sejt tovabbi ilyen ,,0ldallancokat” termel.
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Ezek a lancok a véraramba kertilnek, és antitestekként viselkedve megvédik a szervezet tobbi sejtjét
a bekeriilt korokozokt61.°%°” Ez az alapgondolat napjainkra szdmos 1ij kutatési irAnyt inspiralt.

A célsejt-specifikussaghoz sziikség van arra, hogy a tumorsejtek és az egészséges sejtek
szerkezeti és funkciondlis kiilonbségét ismerjiik. A kutatdsok sordn szamos olyan receptort
azonositottak, melyeket a daganatsejtek sokkal nagyobb mennyiségben termelnek és expresszalnak
a sejtmembranon, mint az egészséges sejtek. Ha a gyogyszermolekula olyan anyagokhoz
kapcsolodik, amelyek ezeket a receptorokat ismerik fel, akkor van esély arra, hogy a hatdéanyag
nagy szelektivitassal a tumorsejtbe jut, és ott felszabadulva csak a tumorsejtben fejti ki a hatésat.

Iranyitott terapiara alkalmasak az ugynevezett hatéanyag szallito rendszerek (drug delivery
systems), melyek egy hordozd és egy iranyitd egységbdl, illetve a hatdanyagbol allnak.
Iranyitomolekulaként cukrokat, lektineket, antitesteket, receptor-ligandumokat (pl. hormon
molekuldkat), hordozoként pedig pl. poli(etilénglikol)-t vagy oligo/polipeptideket lehet
alkalmazni. Az iranyitd és hordozod egységet gyakran egy molekula alkotja, amely betolti
mindkettének a szerepét.®® Altalaban az iranyitd molekuldkhoz kapcsolt citosztatikus szerek
oldékonysaga novekszik, specifikusak lesznek a daganatsejtekre, igy szabalyozotta valik azok

felszivodasa és szervezeten beliili eloszlasa is.

receptor medialt
' endacitozis
hatéanyag iranyité
.‘molekula

linker/spacer

receptor,

hatas helye

@ vezikula

lizoszoma

szabad
hatdéanyag

endoszéma

7. abra Iranyitott terapia hatismechanizmusa a tumorsejtben®
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Receptor-ligandumot iranyitdé molekulaként valasztva az a tumorsejt felszinén taldlhato
receptorhoz specifikusan kotédik, majd az egész receptor-konjugatum komplex receptor medialt
endocitozissal jut be a sejtbe. Ott eldszor az endoszomaba keriil, ahol a receptor levalik a
komplexr6l és igy visszakeriilhet a sejt felszinére, majd a konjugatum a lizoszomaba jut, ahol
lebomlik. Végiil a felszabaduld hatdanyag vagy annak aktiv metabolitja a sejten beliil kifejti

9 Ezt a folyamatot szemlélteti a 7. dbra.

hatasat
Azonban a receptorok szdma a tumorsejteken korlatozott, illetve tobb lassan internalizalodik,
ezért a hatdanyag — irdnyité molekula konjugatum mennyiségének novelése 6nmagéaban nem teszi
hatékonyabba a kezelést.
Ha tobb konjugatumot egyiittesen alkalmazunk, vagy tobb hatéanyagot egy konjugatumban

kombinalunk, akkor megvalosithato a célzott tumorterapiaban is a kombinalt kezelés (8. dbra).

I

A

8. abra Kombinalt célzott tumorterapia lehetéségei

Tobb konjugatum egyiittes alkalmazasa esetén eltérd receptorokat felismerd kiillonb6z6 iranyitd
molekulakat alkalmaznak, melyekhez azonos vagy kiilonboz6 hatéanyag kapcsolhaté. Igy a sejtbe
juttatott citosztatikus szerek additiv vagy szinergista modon fokozzak a tumorellenes hatast. Tobb,
tumorsejtek altal tulexpresszalt receptort ismeriink (pl. GnRH-R, szomatosztatin receptorok, EGF-
R, VEGF-R, tuftsin receptorok), melyek célozhatok iranyitott tumorterapidban, de ehhez a
modszerhez olyan receptorokat kell véalasztani, amelyek mindegyike megtalalhat6 az adott sejten.
Ezért minden esetben meg kell vizsgalni a valasztott tumorsejtvonalon a célozni kivant receptorok

jelenlétét.
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Ha egy iranyitd molekulahoz tobb hatéanyagot kapcsolunk, akkor fontos megvizsgalni, hogy a
hatéanyagok szamanak ndvelése rontja-e a receptorhoz valdo kotddés erdsségét, és a
receptorfelismerd képességet. A két hatdéanyagot tartalmazd konjugatumok altaldban fokozott
citotoxikus hatadst mutatnak, tovabba korabbi kutatasok igazoltdk, hogy ha kiilonb6z6
gyogyszermolekulakat kapcsolunk egy megfeleléen megvalasztott hordozohoz, azok megorzik a

rajuk jellemzd tumorellenes hat4st.%

2.2 Iranyitott terapiaban alkalmazhato célzo peptidek
2.2.1 Gonadotropin-releasing hormon

A gonadotropin-releasing hormon (GnRH) receptor egy G-protein kapcsolt 7TM receptor. Az
N-terminalist hét a-helikalis transzmembran domén koveti, melyeket harom extracellularis és
harom intracellularis domén kapcsol egymashoz. Az extracellularis domén és a transzmembran
régiok feliileti szegmensei feleldsek a ligandumok kotddéséért, melyek hatdsadra a receptor
konformacidé valtozas hatasara aktivalodik, és az intracellularis doméneken keresztiil
kolcsonhatasba 1€p G-fehérjékkel vagy egyéb, a jelatviteli folyamatokban résztvevo fehérjékkel (9.
abra). Emberekben GnRH I-es és II-es tipust receptor is eléfordul, azonban ez utobbi az eddigi

ismeretek szerint nem funkcionalis.5?

Extracellularis tér

Intracellularis tér

9. abra Az l-es tipusu GnRH receptor két dimenzids abrazolasa.
(Z61d és piros: a szerkezetet meghatarozo, illetve a ligandummal kotést kialakitd aminosavak; kék:
receptor aktivalasban részt vevo aminosavak; narancssarga: G-fehérjék kotédését biztositd aminosavak;
PKA és PKC: a protein kindzok foszforilacids pontjai)®?
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Az l-es tipusi GnRH receptor egyik emberekben is megtaldlhatd természetes liganduma a
GnRH-I, melynek szerkezetének és hatasmechanizmusanak meghatarozasaért Roger Guillemin ¢€s
Andrew V. Schally 1977-ben Nobel-dijat kapott.%® Ez a hipotalamuszban kivélasztodé dekapeptid
(Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NHz, ahol Glp a piroglutaminsav) fontos szerepet
jatszik az emlOsOk szaporodasaban. A GnRH-I szabalyozza az ivarmirigyek aktivitasat a luteinizalo
hormon (LH) és follikulus stimuldlé hormon (FSH) kivalasztasanak serkentésével, ezaltal
kontrollalva az ivarsejtképzédést és a szexual szteroidhormonok termelddését.®* Az eredetileg
csirkébdl izolalt GnRH-I1 (Glp-His-Trp-Ser-His-Gly-Trp-Tyr-Pro-Gly-NH>) egy masik izoforma,
mely szintén megtaldlhatdé az emberi szervezetben. ElsOsorban a periférids szovetekben
expresszalodik, megtalalhatoé tobbek kozott a vesében, a csontveldben, a prosztatdban és a noi
szaporito szervekben is.%° Pontos szerepét még nem sikeriilt tisztdzni, azonban a kutatdsok
eredményei azt mutatjak, hogy neuromodulator szerepet tolt be ezaltal befolyasolva a szexualis
viselkedést.®® A GnRH receptor (GnRH-R) a hipofizis mellett azonban nem csak a reproduktiv
rendszerhez (prosztata, emld, méhnyalkahartya és petefészek) kapcsolodo szerveken fejezédik ki
nagy mennyiségben, hanem szamos tumorsejten is tulexpresszalodik. Megtalalhato tobbek kozott
fej-nyaki raktipusokon, vese, maj, hasnyalmirigy és vastagbél karcinomakon, illetve megjelenik
melandma, agyi tumorok és non-Hodgkin limfoma esetén is.%” Ezért a GnRH receptorok jo
célpontjai lehetnek a célzott tumorterapidnak.

Az eddig kifejlesztett GnRH-I és GnRH-Il agonista és antagonista analdégok mind hatassal
vannak a hormonrendszerre, azonban erés tumorellenes aktivitast is mutatnak.52®® Ez a
tumorellenes hatas lehet direkt vagy indirekt. A GnRH anal6gok a tumorsejt felszinén talalhato
receptorhoz kotddve direkt modon (sejtosztddas-, attétképzodés-, érképzdodésgatlas), mig a
hipotalamusz — hipofizis — ivarmirigy endokrin rendszert befolyasolva indirekt modon fejtik ki
hatasukat. Az indirekt hatds kovetkeztében dtmenetileg ,.kémiai kasztracio™ jon létre: leall a LH,
FSH szekrécio, illetve a petefészek- és here-funkciok, amelyek igy nem termelnek szteroid
hormonokat. Ezt a jelenséget széles korben alkalmazzak hormonfliggd tumoros megbetegedések
kezelése soran, ugyanis ennek eredményeként a daganat ndvekedése csokken. A kasztraciot
eldidézé molekula megvonaséaval a szabalyozasi folyamat visszaall eredeti 4llapotaba.5®"

A GnRH-III (Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH2) egy gyenge GnRH agonista
hatast, természetes GnRH analog, melyet eredetileg a tengeri ingolabol (Petromyzon marinus)

izolaltak. Ez az analog képes hatékonyan kotédni mind a GnRH-1, mind a GnRH-I1 receptorhoz,
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tovabba a természetes analdogok koziil ez a forma gatolja a legnagyobb mértékben a
sejtproliferaciot, mikdzben az endokrin hatdsa emlésokben elhanyagolhat6.”® Ez a tulajdonsaga
pozitiv lehet a nem hormon fiiggd tumorok kezelésében.

Ezen harom GnRH hormonpeptid mellett mar tovabbi 20 izoformat azonositottak a
természetbdl, melyek aminosav szekvencidja 70%-o0s egyezést mutat. Az N- és C-terminalis régiok
(1-4. és 9-10. aminosavak) felel6sek a receptorkotddésért és aktivalasért, igy az evollicio soran
konzervalddtak, eltérések csak az 5-8. aminosavakban vannak (1. tablazat). Ezek az aminosavak a
legszélsOségesebben valtoztathatd, szinte akarmelyik aminosavra lecserélhetd, azonban egyes
kutatdsok azt mutatjdk, hogy ez a pozicidé felelés a kiillonb6z6 GnRH receptorok ligand-
specifitasaért.®!

1. tablazat GnRH-1, GNRH-II és GnRH-III anal6gok szekvenciaja.
(Bekeretezve a szekvenciaban talalhaté konzervalt aminosavak lathatoak.)

Peptid Szekvencia

GnRH-I Glp-His-Trp-Ser{Tyr-Gly-Leu-ArgtPro-GlykNH>
GnRH-II Glp-His-Trp-SertHis-Gly-Trp- TyrtPro-GlyfNH>
GnRH-I1I Glp-His-Trp-SertHis-Asp-Trp-LysiPro-Gly{NH>

A GnRH-I és GnRH-II esetén a 6-os helyzetli glicin cseréje D-lizinre nem csak konjugalasi
pontként funkcionalhat, hanem ndveli a peptid enzim stabilitasat, illetve erdsiti az agonista hatasat
is.” Ez a modositas megkonnyiti a B-11 turn konformdcio kialakuldsat, ezaltal elésegitve az N- és
C-terminalisok jobb k&tddését a receptorhoz, a hatast tizszeresére novelve.®! llyen D-lizinnel
funkcionalizalt GnRH szarmazékokat alkalmaztak mar daunorubicin konjugalasra kozvetlentil
vagy egy enzim-labilis tavtarton (spaceren) keresztiil, és kimutattak, hogy ezen konjugatumok
hosszutava in vivo citotoxikus hatasa Osszehasonlithatd volt a szabad hatéanyag hatasaval.?
Schally és munkatarsai fejlesztették ki az AN-152 konjugatumot, melyben a doxorubicin
észterkotéssel egy glutarsav linkeren keresztiil kapcsolodik a GnRH-1[®D-Lys] szarmazékhoz.”?

73,74 4

és in vivo’> "8

Ezt a vegyiiletet széleskori in vitro vizsgalatoknak vetették ala, ezek utan pedig
klinikumban is tesztelték.’®®® Azonban az igéretes preklinikai eredmények ellenére nem tudta
ndvelni a betegek tulélését és az allapotuk sem volt jobb a szabad doxorubicinnel kezelt csoporthoz

képest méhnyalkahartyarak esetén. Igy fazis III-bol mar nem léphetett tovabb.®! A szamos tumor
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tipusra kiterjedo széles korti vizsgélatok igazoltak, hogy az AN-152 hatékony GnRH-t expresszalo
szdj- (KB) és gége karcinoma (HEp-2) sejtek esetén is, tovabba sikeriilt a sejtek doxorubicin
rezisztenciajat is legy6zni a segitségiikkel.®? Rahimipour és munkatérsai pedig protoporfirin IX-et,
egy a fotodinamikus terapiaban alkalmazott hatdanyagot kapcsoltak a GnRH-I[°D-Lys] peptidhez,
mellyel szelektiv receptor medialt fototoxicitast sikeriilt elérniiik oT3-1 agyalapimirigy
gonadotrop sejteken.*’” Ugyanezt a GnRH analégot felhasznaltdk mas fototoxikus hatdanyag
kapcsolasédhoz is. Ezen vizsgéalatok soran karminsavat, egy hidroxi-antrakinon szarmazékot is
konjugaltak a peptidhez ¢s megallapitottak, hogy a hatéanyag konjugatum formaban is megérzi a
hatékonysagat, illetve besugarzas hatdsara reaktiv oxigén specieszek keletkeznek a sejten beliil,
mely végiil a sejt halalat okozza.®

A GnRH-III esetében a szekvencia két konjugaciora alkalmas oldallanc funkcids csoportot is

tartalmaz (°Asp és 8Lys). Korabbi kutatdsok kimutattak, hogy a nyolcas pozicioban talalhato lizin

oldalldncanak funkcionalizéldsa nem befolyésolja jelentds mértékben az antiproliferativ hatdst és

t,21 t’22

a receptorkotddést,” mikdzben jelentdsen csokkenti a peptid endokrin hatasat,”” igy ez a pozicio a
legalkalmasabb hatéanyagok kapcsoldsara. A négyes helyzetli szerin nem jatszik szerepet a
receptorhoz valo kotddésében, igy lizinre cserélve a lizin e-aminocsoportja egy plusz konjugalasi
helyet biztosit a molekuldban, tovabba ez a csere nem valtoztatja meg a peptid antiproliferativ és
endokrin hatasat sem.3 A 4Lys oldallancdnak vajsavval, egy révid szénlancu zsirsavval torténd
modositasa (‘Lys(Bu)) szignifikansan ndveli a peptid és a daunorubicint oximkétésen keresztiil
tartalmazo konjugatum enzimatikus stabilitasat,? illetve fokozza az in vivo antitumor hatésat is.®
Kutatdcsoportunk korabbi eredményei azt mutattak, hogy a *Ser — “Lys(Bu) csere a GnRH-11 Dau
konjugatuma esetében is szignifikdnsan noveli a citosztatikus hatast, azonban csak kismeértéki
novekedést eredményez a GnRH-I analog esetén.

Doktori munkdm soran vajsavval modositott GnRH-I, -1II és -1l szdrmazékokat allitottam eld,
majd ezeket egy, a fotodinamikus terdpiaban alkalmazhat6 protoporfirin IX fotoérzékenyitd
hatéanyaggal konjugaltam. Az igy eléallitott konjugatumok hatékonysagat Detroit-562 human

garatrak sejtvonalon vizsgaltuk.

2.2.2 Angiopep-2

Az agydaganatok kezelésében a vér-agy gat (blood-brain barrier, BBB) komoly kihivast jelent.

A BBB a periférias keringést és az agyi extracellularis folyadékot elvalasztd szemipermedbilis
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rendszer. Feladata a kozponti idegrendszer tdpanyag- ¢&s oxigénelldtdisa, a megfeleld
ionkoncentracié beallitasa, illetve a hormonalis szabalyozés, tovabba az agy toxikus anyagokkal
szembeni védelme. A tulajdonképpeni géatat az agyi kapillarisok falat alkotd endotélsejtek
szokasosnal szorosabb illeszkedése (tight junction) képezi, ezzel elsésorban a hidrofil vagy nagy
molekulatdmegii anyagok atjutasat gatolva. Emiatt a hatoanyagok nagy részének csekély a vér-agy
gaton keresztiili transzportja, ami megakaddlyozza, hogy azok ténylegesen eljussanak az agyi

célsejtekig és ott kifejthessék terapias hatasukat.®

Paracellularis Transzcellularis Transzporter Receptor-medialt Adszorpcié-medialt
diffazié diffuzio fehérjék transzcitézis transzcitézis
hidrofil lipofil pl. gltikéz, pl. inzulin, ;

komponensek komponensek anmxosa‘\'ak, et pl. albuminok
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10. 4bra A vér-agy gaton torténd atjuttatas lehetdségei®’

Paracellularis transzporttal kis hidrofil molekuldk, mint a viz és a kis ionok (pl. Na*, K*, CI
ionok), mig transzcellularis transzporttal kis lipofil molekuldk, mint a szteroidhormonok, etanol,
koffein, illetve 1€gzési gazok (O2, CO2) juthatnak at a BBB-n. Ez a két folyamat passziv diffuzioval
megy végbe. Nagyobb ¢és polarisabb molekuldk BBB-n valo atjuttatisara kiilonféle aktiv
folyamatokat hasznal a szervezet. Transzporter fehérjék segitségével jutnak at a sejt fenntartashoz
sziikséges kisebb polaris épitdelemek, mint a gliilkéz, nukleotidok, aminosavak, mig a nagy
molekulatdmegli vagy pozitiv toltésii makromolekuldk (pl. transzferrin, albumin) pedig vagy
adszorpci6 medidlt, vagy receptor medialt transzcitdzissal juthatnak at a vér-agy gaton (10. dbra).8

A 19 aminosavbol allo Angiopep-2 peptidet (TFFYGGSRGKRNNFKTEEY) 2008-ban
publikaltik eldszor.2® Igazoltak, hogy ez a peptid az alacsony stirtiségii lipoprotein-receptorok
(LDLR) csaladjaba tartozo alacsony stirtiségii lipoprotein receptor-kapcsolt fehérjék (LRP1 és
LRP2) ligandja.
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Az LRP1 egy 515 kDa-o0s extracellularis, illetve egy 85 kDa-os transzmembran és intracellularis
lancbol all, melyek nemkovalensen kapcsolédnak egyméshoz (11. abra). Az extracellularis lanc
négy ciszteinben gazdag ligandumkdtd domént (I-IV klaszterek) tartalmaz, melyek koziil a II. és
IV. domének a f6 LRP1 ligandumkotd régiok. Az intracellularis domén felelés a gyors
internalizalédasért (<0,5 s), illetve az NPXY motivumon valé foszforilalodas utan részt vesz a
sejten beliili szignalizaciéban is. Bar az LRP1 feladata elsésorban a koleszterin szallitasa ¢és
metabolizmusanak szabalyozasa, szdmos egyéb liganduma is ismert, mint példaul az
apolipoprotein E, a szoveti plazminogén aktivator (tPA), kiillonbozd vérkoagulacios faktorok (pl.
V111 faktor), a B-amiloid peptid (AP) és az aprotinin. Az LRP1 megtalalhat6 a vér-agy gatat alkotd
endotél sejteken, illetve thlexpresszalddik bizonyos tipusti tumorsejteken is, igy az LRP1

ligandumok el6szor receptor-medialt transzcitdzissal keriilnek az agyba, majd ott receptor-medialt

endocitozissal szelektiven a tumorsejtekbe juthatnak.®

sy
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11. abra Az LRP1 sematikus szerkezete®!

Demeule és munkatarsai kutatasaik soran az aprotinin fehérje BBB-n valo atjutasat vizsgaltak.
Az aprotinin transzportért felelés doménjének azonositdsdhoz szekvencia homologia vizsgéalatot
végeztek a BLAST fehérje adatbazis segitségével, és azt talaltdk, hogy a legnagyobb egyezést
mutatd human fehérjék mind LRP1 ligandumok (bikunin, B-amiloid prekurzor protein, Kunitz-

tipusu proteaz inhibitor-1 prekurzor), a homolog szekvenciarészlet pedig a Kunitz-tipust proteaz
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inhibitor domén. Az illesztés alapjan tervezett 96 peptid koziil az Angiopep-1 bizonyult a
leghatékonyabbnak a BBB-n vald atjutasban, majd ennek a tovabbi moddositdsdval, azaz a
szekvenciaban szerepld cisztein szerinre torténd cseréjével allitottak elé az Angiopep-2 peptidet.®®

Az Angiopep-2-t rovid idén beliil konjugatumok elballitasara is felhasznaltak. Az els6 ilyen
szarmazék az ANG1005 volt, mely gyogyszerhatdanyagként paclitaxelt tartalmazott. A peptidhez
kapcsolva a hatéanyag sokkal nagyobb mennyiségben jutott at az agyba, és sikeresen
demonstraltak a konjugdtum glioblastoma elleni hatdsossagét is.%? Az elkdvetkezé években még
két hasonld szerkezetll irdnyitott terdpiara alkalmas konjugatumot allitottak elé: az ANG1007
doxorubicint, mig az ANGI1009 etopozid hatdanyagot tartalmazott.®® A konjugatumok
mindegyikében harom-harom gyogyszermolekulat kapcsoltak a peptidhez a két lizin oldallanc és
az N-termindlis aminocsoportjait felhasznalva, minden esetben észterkotést kialakitva a hordozo és

a hatdanyag kozott. Az igy eldallitott konjugatumok szerkezetei a 12. dbra lathatok.
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12. abra Az ANG1005, ANG1007 és ANG1009 konjugatumok szerkezete®

Az ANG1005 szabadalmi jogait az Angiochem Inc. birtokolja, tovabbfejlesztését is ez a cég
koordinalja. A klinikai vizsgélatok 1. fazisa 2010-re, II. fazisa pedig 2017-re fejez6dott be, a
konjugéatum toleralhatosagat és tumorellenes hatasat glioblastoman és mellrdk agyi metasztazisain
tesztelték. Jelenleg az ANG1005 a klinikai vizsgalatok II1. fazisanak megkezdésére var.%*

Az elsé sikeres probalkozasok oOta az Angiopep-2-t tobb konjugatum eléallitasara is

felhasznaltak. Az ANG2002 esetében a peptid C-terminalisara beépitett ciszteinhez kapcsoltak egy
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% mig az

neurotenzint egy a kozponti idegrendszerben hatd fajdalomcsillapitd eldallitdsasara,
ANG4043 esetében négy Angiopep-2 peptidet kapcsoltak az N-terminalisukon keresztiil egy HER2
szelektiv monoklonalis antitesthez mellrak agyi metasztizisainak kezelésére.%® Mindkét esetben a
preklinikai stadium kisérletei zajlanak.®*

Eldallitottak az Angiopep-2 retro-inverz izomerjét is (PAngiopep), mely in vitro sejtbejutasi
képessége kisebb volt, mint az L-variansé. Azonban a D- és L-Angiopep-2 peptidekkel modositott
micelldk hasonlé hatékonysaggal képesek célozni az agydaganatokat, ami valdszintileg a D-
aminosavak proteolizissel szembeni stabilitasaval magyarazhat6.’” Ezen kiviil szamos egyéb
publikaci¢ sziiletett az Angiopep-2 nanorészecskékhez (NP) wvald kapcsoldsarol, ehhez
poli(amidoamin)-dendrimereket, % polilizin dendrigrafttal modositott zselatin

t,100 pegilalt foszfolipid micelldkat, %1% poli(etilénglikol)-poli(e-kaprolaktam)

nanorészecskéke
nanorészecskéket,}041% elektro-reszponziv hidrogéleket,'®® szén nanocséveket,%’ illetve arany
nanorészecskéket'® hasznaltak. A legtobb esetben a peptid C-terminélisara beépitett ciszteinen
keresztill tioéterkotéssel kapcesoltak a kiilonbozé NP-ket. A nanorészecskéket gyakran egy masik

1,199110 g75veti faktor kotd fhzids

iranyitdé molekulaval is modositottak (pl. sejtpenetrald peptidde
fehérjével'® vagy neuropilin-1 ligandummal®®?) a kettds iranyitas (dual targeting) eléréséhez. Az
invitro és in vivo vizsgalatok minden esetben azt mutattak, hogy az iranyit6 peptidekkel modositott
NP-k képesek szelektiven és j6 hatékonysaggal célozni az agyi daganatos sejteket.

Doktori munkam soran az Angiopep-2 konjugatumok szintéziséhez a peptidben talalhatd
mindharom konjugéciora alkalmas aminocsoportot (két lizin oldallanc és az N-terminalis)
felhasznaltam, ¢és eldallitottam az Osszes egy, két, illetve hidrom daunomicint tartalmazé

szarmazekot. Az igy eldallitott konjugatumok hatékonysagat U87 human glioblastoma sejtvonalon

vizsgaltuk.

2.2.3 Epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) iranyit6 peptidek

Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) és ligandumjai nem csak a normalis sejtek
folyamatait irdnyitjadk, hanem a rosszindulati daganatok kialakuldsaban is kulcsfontossagu
szerepet jatszanak. Az EGFR a szolid tumorok (pl. tiid6-, maj-, eml6- és vastagbél karcinomak)
nagy részében (> 60%) tulexpresszalodik, tovabba jelentdsen nagyobb szdmban jelenik meg a
tumorsejtek felszinén, mint az egészséges sejteken. Miikodésével tobbek kozott fokozza a

sejtosztédast €és az angiogenezist, serkenti a differencidlodast és fokozott sejtvandorlast
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eredményez, ezaltal pedig noveli a metasztazisok kialakulasanak valdszintiségét. Mindezek mellett
gatolja az apoptozist, amely noveli a tumorsejtek talélési képességét is. Az EGFR a transzmembran
tirozin kinaz receptorok ErbB/HER csalddjaba tartozik. A fehérje egy a ligandumkdotodésért felelds
glikozilalt és ciszteinekben gazdag extracelluldris domént, egy o-helikalis transzmembran domént,
egy intracellularis tirozin kindz domént és egy C-terminalis szabalyoz6 régiot tartalmaz (13. dbra).
A ligandum kotddése aktivalja a tirozin kindz régiot, mely dimerizacidhoz, autofoszforilaciohoz, a

szignalizaciods utvonalak aktivalodasahoz és végiil endocitozishoz vezet. 111114

i
8

EGF-kotd domén «E& g
5

membran

tirozin kinaz aktivitasért
felel6s domén

szabalyozo régio s
(autofoszforilacios hely) *

13. abra Az EGFR sematikus szerkezete!!!

Az EGFR célzasara két stratégia létezik: az extracellularis domént blokkold ligandumok
(monoklonalis antitestek (pl. Cetuximab) vagy peptidek) alkalmazasa, illetve a kinaz aktivitast
gatlo ATP-kompetitiv kismolekuldk (pl. Gefitinib) hasznalata.!’® Az iranyitott tumorterapia
szempontjabol az elsd stratégiat konnyebb megvalodsitani. Ehhez mar szdmos kiilonb6zé EGFR
célzo peptidet sikeriilt azonositani, melyek nagy részét mar sikeresen alkalmaztak az irdnyitott
terdpias kisérletekben !5 Li és munkatarsai fagbemutatassal azonositottak egy szelektiven az
EGFR-hez kapcsolodo dodekapeptidet, melyet GE11-nek (YHWYGYTPQNVI) neveztek el. Ez a
peptid ligandum antagonistaként kotddik az EGF kotézsebhez (Kg = 22 nM), azonban az
immunogenitasa és mitogén hatasa joval kisebb a természetes EGF fehérjéhez képest.??’ Tovabbi
kutatasok bebizonyitottak, hogy a GE11 klatrin fliggd receptor medialt endocitozissal jut be a
sejtbe, az EGFR szignalizacio indukalasa nélkiil, am ez a bejutas lassabb, mint a természetes
ligandum (EGF) receptor medialt endocitézisa.'®® A GE1l-et méar hatékonyan alkalmaztak
nanorészecskék'?212® s micellak!®* célba juttatdsara, gének,'?® adenovirus vektorok!?® és

tumorellenes microRNSek szallitasara,'?’ valamint fotodinamikus terapia sordn is. 128130
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Egy masik EGFR célz6 peptid a D4 (LARLLT), melyet szamitogépes tervezéssel azonositottak.

Kimutattak, hogy ez a hexapeptid specifikusan kotddik az EGF receptorhoz, am a kotézseb a

receptor felszine kozelében talalhatd, amely kiilonbozik az EGF kotdzsebétdl (14. dbra).t3t

D4 kitézseb

14. abra A D4 kotézsebének helye az EGF receptoron®®!

A D4 modositott liposzomaba zart doxorubicin in vitro célba juttatisa sikeres volt EGFR-t
tultermeld sejtvonalak (H1299 human nem-kissejtes tiidékarcinoma sejtek (NSCLC) és SPCA-1
human tiid6 adenokarcinéma) esetében. Valamint a konjugatumok in vivo koriilmények kozott is
hatékonyan a tumorba jutottak, ahol még tobb, mint 80 6raval késébb is kimutathatok voltak.t3!
Azébta a D4 peptidet mar sikeresen hasznaltak egy IR-kozeli fluoreszkald képalkotd anyag®? és
kiilonféle fényérzékenyité hatoanyagok 2330 iranyitasara is.

Doktori munkam soran GE11 és D4 iranyit6 peptidet, daunomicint és enzim-labilis spacert
(GFLG, YRRL) tartalmazo6 konjugatumokat allitottam eld. Mivel mindkét peptid szamos hidrofob
aminosavat tartalmaz, ezért vizsgéaltam a konjugatumok oldhatosaganak novelését vizoldhato
polimerrel vald kapcsolds segitségével. Az igy eldallitott konjugdtumok hatékonysagat HT-29

human vastagbél adenokarcindma sejtvonalon vizsgaltuk.

2.2.4 Tuftsin

A tuftsint, mely a nevét az egyesiilt allamokbeli Tufts Egyetemrdl kapta, Najjar €és Nishioka
fedezték fel 1970-ben.’®® Kimutattak, hogy a leukokinin stimulalé hatasat egy tetrapeptid (Thr-
Lys-Pro-Arg) okozza, amit a leukokininaz és tuftsin endokarboxipeptidaz enzimek szabaditanak
fel 133134 Tovabba igazoltak, hogy ez a hasitas elsédlegesen a Iépben megy végbe. A humén tuftsin
az immunglobulin G Fc nehéz lanc CH2 doménjének a 289-292-es szakasza. Felszabadulasa utan

jelentds szerepet jatszik az immunfolyamatokban, stimuldlja a fagocitézist, a sejt migraciot és
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antitumor hatasa is van.'®1% A kedvezd tulajdonsagai miatt a tuftsin hordozémolekulaként is
hasznalhato, noveli az immunsejtek kemotaktikus aktivitasat, fagocitdzisat és fokozza az antigén
prezentald képességiiket. 1313 Korabbi kutatasok igazoltik, hogy a polituftsinok ([TKPR]n) és
konjugatumaik megodrzik a tuftsin immunrendszerre gyakorolt hatasat, mikdzben megnovelik a
gyengén immunogén peptidek elleni immunvalaszt.'¥142 Ezekben az esetekben az epitop
peptideket glutarsavanhidrid segitségével kapcsoltak a hordozé tuftsinhoz.

A tuftsin hatasmechanizmusat vizsgalva, csak 16 évvel a molekula felfedezése utan, 1986-ban
sikeriilt izolalni a receptorat.1*> Tovabbi 20 évvel késébb von Wronski és munkatarsai véletleniil
fedezték fel, hogy a tuftsin a tumorsejteken tilexpresszalt neuropilin-1-hez (NRP-1) is kotddhet. 144
A nem-tirozin kinaz receptorok csaladjahoz tartoz6 NRP-1 a vaszkularis endotelidlis novekedési
faktor receptor (VEGF-R) ko-receptora, ezaltal részt vesz a tumor novekedésének szabalyozasaban
¢s fontos szerepet tolt be annak érképzddésében (angiogenezisében). Azonban ha a tuftsin
hozzékapcsolddik az NRP-1 receptorhoz, akkor megakadalyozza a VEGF kotodését, ezaltal
gatolva az érképzOdést, a sejtmigraciot és a metasztazist.1*

A 120-130 kDa-0s NRP-1 receptor 6t doménbdl épiil fel: a harom extracellularis domént (ala2,
b1b2 és c) egy transzmembran régid és egy rovid citoplazmaban talalhato farok rész kovet. A két
elsd extracellularis domén (ala2 és b1b2) felelds a ligandumok kotddéséért (15. abra), mig a
harmadik (c) fontos szerepet jatszik a homo- és heterodimerizacié soran. A 42-44 aminosavat
tartalmazo intracelluléris faroknak dnmagéaban nincs katalitikus aktivitasa, de tartalmaz egy PDZ
(fehérje-fehérje felismerésért felelds) régiot. Ez képes a kiillonbozd fehérjékkel kolcsonhatasba

1épni, melyek a kotddést kovetden jelatviteli utvonalat inditanak be. 4

tuftsin

heparin

15. 4bra A huméan NRP-1 b1b2 doménjén talalhat6 kotShelyek4®
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Az NRP-1 fag konyvtarbol szarmazo ligandjainak szisztematikus vizsgalata soran fedezték fel,
hogy a legtdbb jol kotddo ligandum argininre vagy esetleg lizinre végzdodik, illetve a C-termindlis
aminosav szekvencidjuk az R/KXXR/K mintdzatot kdveti. Azt is tapasztaltak, hogy ha az arginint
lecser¢lik vagy akar a karboxilcsoportjat elreagaltatjak, a receptorkotddés jelentdsen csokken. Ez
a szabaly az uigynevezett ,,C-terminalis szabaly” (C-end rule, CendR).**” Ennek a tuftsin majdnem,
azonban az antagonista TKPPR tuftsin analog teljesen megfelel, és magyarazza, hogy ez utobbi
miért képes négyszer nagyobb affinitassal kotédni a receptorhoz. !4

Kutatocsoportunkban korabban kifejlesztettek egy tuftsin analogot (TKPKG), mely a kutyaban
eléforduld tuftsin varidns glicinnel meghosszabbitott formdja. A szerkezet-hatas vizsgélatok
alapjan az Arg—Lys csere nincs jelentds hatassal a bioldgiai tulajdonsagokra,’*® mig a glicin
beépitése a C-terminalisra jelentdsen megndveli a peptid immunstimulalo hatasat.!*® A TKPKG
oligomer formai nem toxikusak, nem immunogének, de megdrzik a tuftsin immunstimulalo
hatasat. >0

Mindharom tuftsin analég (TKPR, TKPPR, TKPKG) esetén a lizinek e-aminocsoportjai
lehetdvé teszik egy biologiailag aktiv molekula hozzékapcsolasat, az igy izopeptid kotés révén
kialakitott elagazo szerkezet pedig megndveli a molekula stablilitasat.™>! Mindegyik analog és
oligomerjei esetében felhasznaltdk mar ezt a konjugacidés pontot hatdanyagok kapcsolésara,
TKPKG és TKPPR esetén metotrexatot és daunomicint,®?! mig TKPR esetén akridin
szarmazékokat!>* alkalmaztak.

Doktori munkam sordn eldgaz6 TKPR-daunomicin konjugatumokat allitottam eld. A
daunomicin 6nmagaban jellegzetes elektrospray ionizéacios tomegspektrumot mutat, ahol a cukor
egység az MS koriilmények kozott lehasad. Ez bazikus csoportok jelenlétében pl. lizin és arginin
esetében (melyek megtalalhatok a TKPR szekvenciajaban) fokozottabb, ezért az ilyen tipust

konjugatumok tomegspektrometrids azonositdsa problémaba iitkdzik. A munkdm soran ennek a

problémanak a megoldasat is vizsgaltam.

2.3 Spacerek, oldékonysag novelé molekulak

Az iranyitott terapiaban alkalmazott biokonjugatumok klinikumban val6 alkalmazhatosagat
gyakran akadalyozza azok nem megfeleld oldhatosiaga. A hatéanyag hordozé rendszerek
hidrofilitdsanak és vizben val6 oldhatosaganak fokozasa érdekében szamos kiilonbdzd stratégiabol

vélaszthatunk. Alkalmazhatunk példaul ionos és/vagy hidrofil aminosavakat (B-szulfoalanin),**®
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rovid peptidszekvencidkat (ismétlédé Gly és Ser egységeket’®® vagy polikationos/polianionos
tageket'®”) vagy vizoldhatd polimereket is. A legelterjedtebb és legnépszeriibb megoldas a
poli(etilénglikol) (PEG) konjugacidja.’®® A kereskedelemben szamos monofunkcids, illetve homo-
vagy heterobifunkciés PEG-szarmazék kaphat6. Ezeket kiilonféle funkcioscsoportokkal vagy
funkcidscsoport kombinaciokkal allitjak eld, példaul amino-, karboxil-, maleimido-, azido- vagy
alkincsoportokat tartalmaz6 szarmazékok is elérhetdk, hogy a teljes szintetikus tarhdzat le tudjak
fedni. A PEG-nek azonban mara mar szamos hatranya ismert, példaul bioldgiai rendszerekben nem
lebonthat6 és tilérzékenységet is okozhat.!®® Ezért napjainkban mindinkabb elétérbe keriilnek a
PEG nemlineéris analdgjai, mint a hiperelagazasos poliglicidol (HbPG),'*° melyek hasonlo
kedvez6 tulajdonsagokkal birnak, mint a PEG, azonban kevesebb negativ hatasuk ismert. A HbPG
kiemelked6 vizoldhatosaggal és biokompatibilitassal rendelkezik, tovabba szintézise ¢és
funkcionalizalasa konnyen elvégezhetd, igy ez a poliéter-poliol az egyik legaktivabban
tanulmanyozott elagazé polimer a PEG helyettesitésére. A HbPG szerkezete a 16. abra lathato.
Ezen polimer funkcionalizalasdra mar kidolgoztak néhany eljarast, mellyel jol meghatarozott
szamu ¢és helyzetii funkcios csoportot (pl. amint, karbonsavat, klor-acetamidot, maleimidet, alkin
funkciés csoportot) lehet a HbPG-re beépiteni.’®* 1% Ezek a szdrmazékok jol hasznalhatok
hatdéanyag hordozo6 rendszerek szintéziséhez, és segitségiikkel javithatd a kiilonbozé bioanyagok

oldhatosaga €s biokompatibilitasa is.

o)
S by _>—\
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16. abra A HbPG szerkezete
A biokonjugatumok hatékonysaga egy specialis tavtarto segitségével is ndvelhetd. A hatéanyag
¢s a peptid k6z¢ példaul egy olyan peptidlinker (spacer) épithetd, amely érzékeny a tumorsejtekben
nagy mennyiségben termelddo lizoszomalis enzimekre (pl. katepszin B-re). Egy ilyen spacer noveli
a konjugatumok szelektiv hatdsat, hiszen a hatdanyag felszabadulds csak a sejten beliil, a

metabolizmus soran torténik meg. Ilyen ismert ¢és széles korben alkalmazott katepszin B labilis
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peptidszekvencidk példaul a GFLG,4 a VA és az YRRL.'®® Ezen szekvenciak hasitasi pontjai
a 17. abra lathatok.

4. 3. 2. 1.

A N
Gly—Phe—Leu—Gly—{Peptid]

4, 1. 2. 3.

8 TR,

(FatGanyag)-Tyr—ArgArg—Lou'Fepii)
2. 1.
C)
Val—Ala—{Peptid)

17. abra Katepszin B labilis spacerek és hasitasi pontjaik.
(A szamok a hasitédsi pontok id6beli sorrendjét jelolik.)
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3 Célkituzések

Doktori munkdm soran az iranyitott tumorterapiaban alkalmazhato hatéanyag-peptid
konjugatumok tervezésével és szintézisével foglalkoztam. A kutatas soran célom volt vizsgalni az
szerepét és fontossagat a konjugatumok in vitro bioldgiai hatékonysagara. Tovabba célom volt a
munka sordn felmeriilt oldhatosagi és analitikai problémakra a megfelel6 modszerek kidolgozasa
¢s vizsgalata.

A kutatasom elsO részében az iranyitd6 molekula szerkezetére fokuszaltam. Ehhez célom volt
olyan konjugatumok eléallitasa, melyek iranyito molekulaként vajsavval modositott gonadotropin-
releasing hormon szarmazékokat (GnRH-I, -II és -llI) tartalmaznak. Ezen GnRH analogok
mindegyike kiilonb6z6 affinitassal képes a GnRH-I receptorhoz kapcsolodni, igy felhasznalhatok

GnRH-R-t tilexpresszalé tumorok célzasara.®?

Célom volt az eldallitott konjugatumok
fotodinamikus terapiaban valo alkalmazasa, ezért hatdanyagként a fényérzékenyité protoporfirin
IX-et terveztem konjugalni. A konjugatumok hatékonysagat egy megfeleld sejtes modellen
terveztem vizsgalni, tovabba célul tiztem ki az alkalmazott kisérleti koriilmények
(koncentraciotartomany, inkubacios és besugarzasi id6) optimalizalasat is. Feltételezésem szerint,
az igy kaphat6 eredményekbdl olyan kovetkeztetések vonhatok le, melyek hozzajarulhatnak ezen
konjugatumok szerkezet-hatas 6sszefiiggéseinek jobb megértéséhez.

A munkdm madasodik részében a konjugatumban taldlhatdé hatéanyagok szdmdanak és
képes ¢és egyidejlileg glioblastoma célzasara is alkalmas Angiopep-2 iranyitd peptidet és
daunomicint mint hatéanyagot terveztem alkalmazni a kiilonb6z6 konjugatumok eldallitasara. Ez
a peptid harom aminocsoportot (két lizin oldallanc €és az N-terminalis) tartalmaz a szekvenciaban,
igy szintetikus szempontbol kényelmesen egyszerre harom hatéanyag konjugalasa lehetséges.
Korabban eldallitottak mar kiilonb6z6 kismolekulds hatdanyagokat tartalmazd Angiopep-2
konjugatumokat, ¢és mindegyik esetben mindhdrom aminocsoportot felhasznaltdk a
konjugalasra.8%% Azonban ezt a dontést nem indokoltak részletesen. Ezért a munkam soran célom
volt az Osszes lehetséges egy, kettd, illetve harom daunomicint tartalmazé konjugatum eldallitdsa
¢és a kiilonboz6 szerkezetek in vitro biologiai aktivitasanak vizsgalata. Terveztem az eldallitott

vegyiletek in vitro citosztatikus aktivitasanak és sejtbejutasanak vizsgalatat, tovabba a hatas teljes
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kort feltérképezése érdekében degradacios kisérleteket is szerettem volna végezni patkany maj
lizoszoma preparatumban. Az igy kapott eredmények alapjan komplex képet kaphatunk a
hatdanyagok szamanak és elhelyezkedésének, vagyis a konjugatum szerkezetének a bioldgiai
aktivitasra gyakorolt hatasarol.

Doktori munkam harmadik részében daunomicin tartalmi epidermalis novekedési faktor
receptort (EGFR) célz6 konjugatumokat terveztem eldallitani. Célom volt Gsszehasonlitani két
kiilonb6zé EGFR iranyito peptid (GE11 és D4) hatékonysagat, és vizsgalni, hogy egy enzim-labilis
spacer (GFLG vagy YRRL) beépitése milyen hatassal van az in vitro biologiai hatékonysagra.
Mivel mindkét irdnyitd peptidszekvencia szdmos hidroféb aminosavat tartalmaz, ezért tovabbi
célom volt a konjugatumok oldhatésaganak novelése vizoldhaté polimerhez torténd kapcsolas
segitségével. Ehhez a kereskedelmi forgalomban is kaphato poli(etilénglikol)-t és ennek egy
elagazd analogjat, a hiperelagazasos poliglicidolt szerettem volna hasznalni. Célom volt a
konjugatumokban talalhatd polimerek oldhatosagra és in vitro biologiai aktivitasra kifejtett
hatasanak vizsgalata, majd a kapott adatokbol a szerkezet-hatas 0sszefiiggés megallapitasa a két
kiilonbozd kémiai mindségii polimert és iranyitdo molekulat tartalmazo konjugatumok esetében.

Kutatdésom  negyedik  részében  tuftsin-daunomicin  konjugatumok  egyértelmii
tomegspektrometrias azonositasara fokuszaltam. Korabbi megfigyeléseim szerint egyes
daunomicin-peptid konjugatumok esetében a szintézis és tarolas soran lejatszodhat a hatdanyag

cukorvesztése,1®’

illetve az ESI-MS mérés soran bekovetkezd fragmentaciokor is keletkezhet
cukorvesztett termék. Mivel mind a két esetben ugyanolyan m/z értéknél jelentkezik a bomlott
termék, ezért kozvetleniil nem lehet a két jelenséget megkiilonboztetni. Azonban a tényleges
cukorvesztés a biologiai hatékonysag elvesztésével jar, ezért elengedhetetlen a pontos szerkezet
minden kétséget kizar6 megallapitasa. Ehhez célom volt a tomegspektrometrias koriilmények
(oldoszerelegy Osszetétel, miiszeres bedllitasok) szisztematikus vizsgalata és egy olyan vizsgélati
koriilmény kidolgozasa, melynek segitségével egyszerlibb spektrumokat detektalhatunk, vagyis a

konjugatum szerkezete egyértelmiien meghatarozhato.
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4 Eredmények

A hatdéanyag-peptid konjugatumok tumorellenes hatasa erdsen fligg az iranyitdé molekulatol, a
konjugatumbol maximalisan felszabadulni képes hatoanyagok szdmatoél, a konjugatum sejtbejutasi
képességétol és a sejten beliili degradaciojatdl. Azonban ezeken kiviil szamos egyéb tényezo is
szerepet jatszhat a konjugatumok hatékonysagaban (18. dbra). Példaul fontos a hatdanyag
receptorkotédést vagy megvaltoztathatja a konjugatum térszerkezetét ezzel gatolva, vagy lassitva
az aktiv metabolitok felszabadulasat. Mindezek mellett fontos szempont a konjugatumok
oldhatosaga is, hiszen a fiziologias koriilmények kozott rosszul oldodo vegyliletek nem, vagy csak
megfeleld formulazas révén alkalmazhatok biologiai rendszerben. Az amfifil tulajdonsaga
konjugatumok esetében pedig fontos a kolloidalis dnszervezddd viselkedés és annak a biologiai
hatékonysagra gyakorolt hatdsanak feltérképezése, ismerete. A konjugatumok tervezése soran
pedig ezeket a szempontokat minden esetben figyelembe kell venni, hiszen ezen hatasok
Osszeadddnak, és egyiittesen akar negativ iranyba is befolyasolhatjak a tumorellenes hatast.

Doktori munkam soran ezeket a biologiai hatasra befolyéssal 1év0 tényezdket vizsgaltam, és az

elért eredményeket az aldbbiakban négy nagyobb témakoron beliil szeretném részletesen targyalni.

sejten beliili
lizoszomalis
degradacio
hatékonysaga

hatéanyagok
szama és
pozicidja

a keletkezd
metabolitok
szerkezete és
lokalizacigja

sejtbejutasi
képesség

receptor-

ligand konjugatum
kotGdés oldhatdsaga
erdssége

irdnyitd konjugatum
molekula tumorellenes
szerkezete hatasa

konjugatum
amfifil
tulajdonsagai

18. abra A hatdanyag-peptid konjugatumok in vitro biologiai hatasat befolyasolo tényezok
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4.1 Aziranyito peptidek vizsgalata GnRH-PpIX konjugatumokban

A fotodinamikus terapia (PDT) szelektivitasa fligg a fényérzékenyité anyag tumorban vald
feldusulasatol és az alkalmazott fény fokuszalasatol. Azonban az alkalmazott vegyiiletek nem
csupan a tumorba jutnak el, hanem a bérben vagy a majban is nagy mennyiségben felhalmozddnak,
ezaltal pedig sulyos mellékhatasokat (fényérzékenység, majtoxicitds) okozhatnak. A szelektivitast
egy iranyité molekula konjugalasaval novelhetjiik, melynek segitségével a fényérzékenyitd anyag
célzottan a tumorban dusul fel, a mellékhatasok pedig kikiiszobolhetdk, illetve jelentds mértékben
csokkenthetok.

Doktori munkdm ezen részében a protoporfirint (PpIX) mint fényérzékenyitd anyagot
kiilonboz6 vajsavval modositott GnRH analdogokhoz — mint iranyité molekulahoz — kapcsoltam.
Kontrollként eldallitottam a mar ismert, GnRH-I agonistat tartalmazé GnRH-1[*D-Lys(PpIX)]*’
konjugatumot is. A munkdm célja azt volt, hogy 0Osszehasonlitsam a kiilonb6z6 GnRH
szarmazekokat, €s olyan konjugatumokat allitsak eld, melyek hatékonyabbak a szabad
protoporfirinnél. A PDT-t jelenleg kiilonbozé boérbetegségek (pl. borrdk),*? illetve kdnnyen
elérhetd (pl. fej-nyaki rék),%! vagy iireges szervek (pl. holyagrak)®* esetén alkalmazzik a
klinikumban. A jelen vizsgalat fej-nyaki laphamsejtes karcinomara (HNSCC) fokuszalt, mely
soran betegekbdl szdrmazo tumormintak GnRH-R expressziojat vizsgaltuk.

A méréseket az MTA-SE Pathobiokémiai Kutatocsoporttal, a Semmelweis Egyetem Biofizikai
¢s Sugarbiologiai Intézetével és a Debreceni Egyetem Biofarmacia Tanszékével

egylittmitkddésben végeztiik.
4.1.1 GnRH-R expresszio fej-nyaki daganatos betegekbél szarmazo szovetmintikon

Eddigi ismereteink szerint még nem végeztek atfogo kutatast a GnRH-R expressziorol fej-nyaki
laphamsejtes karcinoma (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) esetén, ezért munkank
soran 60 betegbdl szarmazo tumorminta GnRH-R immunhisztokémiai vizsgalatat végeztiik el. A
tumormintakat Dr. Tamas Laszl6 és Dr. Danos Kornél, a Semmelweis Egyetem Fiil-Orr-Gégészeti
¢s Fej-Nyaksebészeti Klinikajanak munkatarsai biztositottak a vizsgalatainkhoz, melyet a Helsinki
Nyilatkozatnak megfelelden végeztiik, és a Semmelweis Egyetem etikai bizottsaga is jovahagyott
(etikai engedély szam: 105/2014). Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran Dr. Krenacs Tibor, a
Semmelweis Egyetem I. szdmu Patoldgia és Kisérleti Rakkutatd Intézet munkatirsa nyujtott

segitséget.
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Az elvégzett immunhisztokémiai festés vizsgalatokkal képet kaphattunk, hogy a GnRH-R-t
célzo iranyitott terapia mennyire alkalmas ezen tumortipusok kezelésére. A mintadk értékelésére
harom fokozati pontozési rendszert alkalmaztunk, mely a festett sejtek szazalékat és a festés
intenzitasat (1 — negativ; 2 — gyenge; 3 — kozepes; 4 — intenziv) vette figyelembe, igy 0 és 400
kozotti értéket kaptunk. A 0-200 kozotti ponttal rendelkezd mintdkat alacsony, 201-300 kozott
kozepes, mig 301-400 kozott intenziv fehérje expressziot mutatonak tekintettiik. A vizsgélt 60
mintabol 8 (13,3%) alacsony, 25 (41,7%) kozepes és 27 (45,0%) magas GnRH receptor expressziot
mutatott (19. dbra). Ezen eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a GnRH-R egy igéretes célpont
lehet a HNSCC kezelésben.

19. abra Reprezentativ mikroszkopos felvétel a GnRH-R immunhisztokémiai festésrél betegekbol
szarmazo fej-nyaki tumoros szovetmintakon. (A) Alacsony GnRH-R expresszié (0-200 pont); (B) Kozepes
GnRH-R expresszio (201-300 pont); (C) Magas GnRH-R expresszio (301-400 pont). (40x-es nagyitas)

A statisztikai elemzéshez az értékeket dichotomizaltuk. A legjobban reprodukélhato
kiiszobértéket akkor kaptuk, ha az 1-es és 2-es csoportot egyiittesen alacsony (tehat negativ), mig
a 3-as csoportot magas (azaz pozitiv) fehérje expresszioval rendelkezonek tekintettiik. A GnRH-R
expresszid nem mutatott Osszefliggést a tumor méretével (p = 0,722), a tumor lokalizacidjaval
(p = 0,527), a nyirokcsom¢ attétekkel (p = 0,126), a stadiummal (p = 0,913), illetve a betegség-
specifikus taléléssel (p = 0,423). Ahogy azonban a 20. dbra lathaté eredmények is mutatjak, a
magasabb GnRH-R expresszid rosszabb prognozist jelent, hiszen ebben az esetben tobb beteg és
rovidebb id6n beliil halalozott el, mint az alacsonyabb GnRH-R expressziot mutatd tumorral

rendelkezd betegek.
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20. abra Kaplan-Meier talélési gorbék, a GnRH-R expresszio és a betegség-specifikus talélés kozotti
Osszefiiggés vizsgalata. (A) Az eredeti 3 csoport (alacsony, kozepes, magas GnRH-R expresszio)
Osszehasonlitasa (p = 0,556); (B) A dichotomizalt csoportok (alacsony, magas GnRH-R expresszid)
Osszehasonlitasa (p = 0,423).
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4.1.2 A GnRH szarmazékok szintézise

A GnRH-I és GnRH-II anal6gok esetén, ha a hatos pozicioban 1évo glicint D-lizinre cseréljiik,
akkor nem csak egy konjugaciora alkalmas funkcios csoportot nyeriink, hanem ezen szarmazékok
enzimstabilitasa és receptorkdtédése is jelentdsen javul az eredeti szekvencidhoz képest.’:
Tovabba, GnRH-III Dau konjugatuma esetén, ha a négyes helyzetben 1év6 szerint vajsavval
modositott lizinre (Lys(Bu)) cseréljiik, akkor ennek a szarmazéknak megndvekszik az
enzimstabilitasa, in Vvitro sejtbejutasa és in vivo antitumor hatasa is. Munkam soran feltételeztem,
hogy ha ezt a két modositast egylittesen alkalmazom, akkor hatékonyabb irdnyité molekulakat
tudok eldallitani.

Ezért olyan GnRH-I és GnRH-II szarmazékokat allitottam elé, melyek D-lizint, illetve négyes
pozicidoban Lys(Bu) modositast is tartalmaztak (SEHWSYKLRPG-NH2, 1; <EHWK(BuU) YKLRPG-
NHz, 2; <EHWK(BU)HKWYPG-NH>, 3; ahol az <E a piroglutaminsavat jeloli). Ezen kiviil
szintetizaltam egy vajsavval modositott GnRH-III szarmazékot (SEHWK(Bu)HD(OMe)WKPG-
NH2, 4) is. Ebben az esetben az aszparaginsavat metilészter véddcsoporttal védtem, hiszen a
késébbiekben az iranyitdé molekulakat PpIX-nel terveztem konjugéalni, és igy biztositottam, hogy a
reakcid soran ne keletkezzen a GnRH-III két funkcids csoportja (az aszparaginsav karboxil- és a
lizin aminocsoportja) kozott egy intramolekuldris amidkotés. Az Asp metilészter védelmérdl
korabban kimutattak, hogy nem befolyésolja szignifikansan a GnRH-III hatékonysagat €s iranyito
képességét. 168

A vajsavval modositott szarmazékok esetén a szintézis soran a négyes pozicioba egy szelektiven
hasithatd véddcsoporttal ellatott lizin szarmazékot kapcsoltam. A peptidgerinc megépitése utan
hasitottam ezt a véddécsoportot, majd a lizin oldallancat vajsavanhidriddel reagaltattam. Az 1-3
analogok esetén ez egy Lys(Dde) aminosav szarmazék volt. Ezzel szemben a GnRH-III szarmazék
(4) esetében nem valaszthattam a hidrazinnal hasithaté véddécsoportot, hiszen a metilészter
véddesoport is képes hidrazinnal reagélni hidrazid képz6dés kdzben. Ezért ennél a szintézisnél
Lys(Mtt)-t hasznaltam. Ebben az esetben az Fmoc-Asp(OMe)-OH beépitése utan Fmoc-
hasitéelegyet is valtottam (2% piperidin, 2% DBU, 0,1 M HOBt/ DMF), hiszen ez a (HOBt adalék
miatt) kevésbé bazikus karakteri hasitoelegy segit meggatolni a metilészter véddcsoport
lehasadasat, tovabba az esetleges szukcinimid gytirtizarodast is.

A szintézisek befejezése utan a peptideket savas kdzegben, megfeleld kationfogdk jelenlétében

hasitottam a gyantar6l, mely sordn az oldallanc véddcsoportok is lehasadtak (az Asp(OMe)
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kivételével). A nyers peptideket RP-HPLC-vel tisztitottam, és ESI-MS-sel azonositottam (2.
tablazat). A GnRH analdégok MS spektrumai és analitikai HPLC kromatogramjai a fliggelék F1-
F4. abrdjan lathatok.

2. tablazat Az el6allitott peptidek (1-4) és azok PpIX konjugatumai (5-8)
Kod Peptid Kod Konjugatum
1 GnRH-I[*D-Lys] 5  GnRH-I[*D-Lys(PpIX)]
2 GnRH-I[*Lys(Bu), °D-Lys] 6  GnRH-I[*Lys(Bu), °D-Lys(PpIX)]
3 GnRH-II[*Lys(Bu), °D-Lys] 7 GnRH-I[*Lys(Bu), ®D-Lys(PpIX)]
4 GnRH-HI[*Lys(Bu), *Asp(OMe)] 8  GnRH-I[*Lys(Bu), *Asp(OMe), 8Lys(PpIX)]

IR IR 2R

4.1.3 A GnRH-PpIX konjugatumok eldallitasa

A protoporfirin IX egyik karboxilcsoportja és a megfeleld lizin e-aminocsoportja kozotti
amidkdtést oldatfazisban alakitottam ki PyBOP kapcsoloreagens jelenlétében (21. dbra). Mivel a
PpIX fényérzékeny hatdoanyag, ezért a reakciokat minden esetben sotétben végeztem. A reakciok
soran csak az 1:1 aranyi GnRH-PpIX konjugatumot kaptam terméknek (2. tabldazat), dimer
szarmazékot (GnRH-PpIX 2:1) egyik esetben sem detektaltam. A GnRH-I szarmazékok esetében
kis mennyiségli vizvesztett mellékterméket is kaptam, melyet enyhén lugos koriilmények kozott a
kivant termékké tudtam hidrolizalni. Ebbdl arra kovetkeztettem, hogy a kapcsoldreagens magas
aktivitasa miatt egy észterkotés is kialakult a PpIX masik karboxilcsoportja és a szekvenciaban
talalhato tirozin oldalldnca kozott. Feltételezésemet alatdmasztja, hogy a GnRH-II és a GnRH-I11
analogok esetén, melyek nem, vagy csak a lizintdl tdvolabbi pozicidban tartalmaznak tirozint

(illetve mas hidroxilcsoportot tartalmaz6 aminosavat) ilyen melléktermék nem keletkezett.
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21. abra GnRH-PpIX konjugatumok szintézise a GnRH-I[*D-Lys] (1) és PpIX reakcidjanak példdjan,
mely a GnRH-1[*D-Lys(PplIX)] (5) terméket eredményezi

A reakcidelegyeket minden esetben RP-HPLC-vel tisztitottam, a termékeket ESI-MS-sel
azonositottam, tisztasagukat pedig analitikai RP-HPLC-vel ellenériztem (3. tabldzat). A GnRH-
PpIX konjugatumok MS spektrumai és analitikai HPLC kromatogramjai a fiiggelék F5-F8.
abrajan lathatok.

3. tablazat Az eléallitott GnRH-PpIX konjugatumok analitikai jellemz6i

Kéd Konjugitum R/ percd  MWgzimorr | MW i
5  GnRH-I[*D-Lys(PpIX)] 24,2 1796,9 / 1797,4
6  GnRH-I[*Lys(Bu), °D-Lys(PpIX)] 24,7 1908,0 / 1908,5
7 GnRH-N[*Lys(Bu), °D-Lys(PpIX)] 24,9 1962,0/1962,7
8  GnRH-I[*Lys(Bu), °Asp(OMe), eLys(PpIX)] 25,1 1927,9/1928,6

8 Macherey-Nagel Nucleosil C18 oszlop (5 um, 100 A, 250 x 4,6 mm); gradiens: O perc 2% B, 5 perc 2% B,
30 perc 90% B; B eluens: 0,1% TFA / acetonitril
b Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus ioncsapda analizétoros ESI-MS

4.1.4 Az eléallitott peptidek és GnRH-PpIX konjugatumok receptorkotddési vizsgalata

A szintetizalt peptidek €s konjugatumok receptorkotddési képességét GnRH receptort nagy
mennyiségben expresszald human agyalapi mirigy- és human prosztata tumorszdvet modellen
hataroztuk meg egy direkt leszoritasos vizsgalat soran. A ligand kompeticids assay sordn a GnRH-
R-t tartalmazé membranhoz jol kotddd izotop jelzett Zl-triptorelin ([*2°1]-GnRH-I[*D-Trp])

leszoritasat vizsgaltuk a nem radioaktiv peptidekkel és konjugatumokkal. A kapott eredmények azt
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mutattak (4. tabldzat), hogy a vajsavval modositott peptidek (2-4) GnRH receptorhoz valé kotodése
nagyon hasonl6 a csak D-lizinnel moddositott szdrmazék (1) kotddéséhez, ami alapjan
feltételezhetjiik, hogy mindegyik analdg iranyitasi képessége hasonld. Viszont a protoporfirinnel
valo konjugalas minden esetben csokkentette a kotddés erdsségét, feltehetéen a PpIX sztérikus
gatlasa miatt. A GnRH-I és GnRH-II peptideket tartalmazo konjugatumok (5-7) kotddése csak
kisebb mértékben (egy nagysagrenddel) valtozott, azonban a GnRH-1Il — PpIX konjugatum (8)
affinitdsa mar két nagysagrenddel rosszabb volt a szabad peptidhez (4) képest. Az irodalombol
ismert, hogy a GNnRH-I és a GNnRH-II térszerkezete U alaku,®! igy a 6-o0s pozicioban 1évé D-lizinhez
kapcsolt protoporfirin nem zavarja szamottevéen a receptor felismerésében részt vevo aminosavak
(a peptid N- és C-terminalisa) kotddését. Ezzel szemben a GnRH-III térszerkezete flexibilisebb,
ezért a nagy térigényli protoporfirin 8Lys-hez torténd konjugildsa jelentésen csokkentheti a
konjugatum receptorkdtd  képességét.'®® A szabad PpIX az alkalmazott legnagyobb

koncentracioban (10® M) sem mutatott receptor kotddést.

4. tablazat A GnRH analogok és a GnRH-PpIX konjugatumok GnRH receptorhoz valé kdtodése

Kod | Vegyilet Agyalapi milrlicng/O /Slr\gsztata tumor
1 GnRH-I[’D-Lys] 6,44 £ 0,95 431 +0,83
2 GnRH-I[*Lys(Bu), °D-Lys] 9,70 + 1,07 8,61+ 1,08
3 GnRH-II[*Lys(Bu), ®D-Lys] 5,56 + 1,07 4,65+ 0,31
4 GnRH-[*Lys(Bu), ’Asp(OMe)] 7,27 +0,92 6,56 + 1,11
5  GnRH-I[*D-Lys(PpIX)] 36,29 + 3,17 42,67 + 7,04
6  GnRH-I[*Lys(Bu), °D-Lys(PpIX)] 42,30 + 4,27 41,80 + 5,74
7 GnRH-1[*Lys(Bu), °D-Lys(PpIX)] 79,40 + 8,88 84,50 + 10,30
8  GnRH-II[*Lys(Bu), °Asp(OMe), 8Lys(PpIX)]  288,6 = 17,3 341,4+ 21,1

415 Az eléallitott konjugatumok UV-Vis vizsgalata

Mivel a protoporfirin IX tartalmu vegyiiletek esetében a bioldgiai vizsgalatok soran besugarzast
kell alkalmazni a kivant toxicitas eléréséhez, ezért kivancsiak voltunk, hogy a peptidhez valo
konjugélds mennyire befolyasolja a kromofor UV-lathatd spektrumat. Az eldallitott vegytiletek

spektrumait PBS-acetonitril keverékben vettilk fel. A kapott spektrumok Osszevetése alapjan

47



megallapithatd, hogy 300 nm f6l6tti hullimhossz tartomanyban nincs szignifikans kiilonbség a
szabad PpIX és az eldallitott peptid-PpXI konjugatumok spektrumai kozott (22. dbra), tehat
kijelentheté, hogy a peptidekhez torténd konjugalas nem befolyasolja a kromofor PplX
spektrumanak lefutasat. (A PpIX nélkiili GnRH analogok spektrumjai a fliggelék F9. abrdjan
lathatok.)

3.0 -

2.5 -

2.0 1

1.5 1

1.0 1
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——
200 300 400 500 600 700 800
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22. abra A PpIX és a GnRH-PpIX konjugatumok UV-Vis spektruma

4.1.6 GnRH receptor expresszio Detroit-562 human garatrak sejteken

A GnRH-PpIX konjugatumok hatékonysaganak vizsgalatara in vitro modellnek a Detroit-562
human garatrak sejtvonalat valasztottuk. Errdl a sejtvonalrol korabban mar kimutattak, hogy nagy
mennyiségben expresszal GnRH-R-t, illetve ezen daganatsejtek hatékonyan veszik fel a kiilonb6z6
GnRH analdgokat.'® Ezen korabbi eredményeket a konfokalis 1ézermikroszkoppal végzett
méréseink is megerdsitették. A sejtek egy részének membranjat permeabilizaltuk, vagyis a
membrant a reagensek szamadra atjarhatova tettiik, igy lehetdségiink volt a sejtben expresszalodo
teljes GnRH-R fehérje mennyiségének meghatarozasara (23. dbra, GnRH-R permeabilizalt
sejtekben). Lathat6, hogy a receptorok jelentés mennyiségben vannak jelen a sejtplazmaban. Ez
azért fontos, mert ha ligandum kotddik a membranban 1évé GnRH receptorokhoz, az indukalja az
intracellularis receptorok felszinre 16kddését és ezaltal a sejtfelszini receptorszam novekedést. A
kisérletet megismételtik nem permeabilizalt sejtek esetében is (23. dbra, GnRH-R nem

permeabilizalt sejteken), és ekkor jelentds szdmu sejtfelszini GnRH receptort tudtunk detektalni,
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ami egyértelmiien a membranban taladlhatdo receptorok nagy mennyiségére utal. Ezek alapjan
kijelentheté, hogy a Detroit-562 sejtvonal megfelelé modell a GnRH-PpIX konjugatumok

hatékonysaganak in vitro vizsgalatara.

DRAQS5 Alexa Fluor 594 DRAQ5+Alexa Fluor 594

GnRH-R
nem permeabilizalt
sejteken

| 20 pm |

GnRH-R
permeabilizalt
sejtekben

23. abra GnRH-R Detroit-562 sejteken. A permeabilizalt sejtek bizonyitjak a nagymértékiit GnRH-R
expressziot, mig a nem permeabilizalt sejteken a membranban talalhaté nagy mennyiségli GnRH-R
lathato. (magfestés: DRAQS, kék; GnRH-R: Alexa Fluor 594, piros)

4.1.7 A besugarzasi id6 és az inkubaciés idé optimalizalasa

A sejt életképesség gatld hatds vizsgalatanak optimalizaldsa soran a kontroll GnRH-I1[°D-
Lys(PpIX)] (5) konjugatumot hasznaltuk. Elsé 1épésként a besugarzas optimalis idGtartamat
vizsgaltuk. A Detroit-562 sejteket 5 6ran keresztiil inkubaltuk a konjugdtummal, majd a kezeldszert
mosassal eltavolitottuk a sejtekrdl, €és 0, 2, 10, illetve 30 perc besugarzas utan 72 oran keresztiil
tovabb inkubaltuk 37 °C-on. Az eredmények (24. dbra A) azt mutattak, hogy a konjugatum
onmagaban, besugarzas nélkiil a vizsgalt koncentraci6 tartomanyban nem toxikus, mig 2 perc
besugarzasi idé mar 50%-0s viabilitas csokkenést okozott 0,1-1 uM koncentraciok esetén. A 10 és
30 perces besugarzasi idok kozott nem volt szignifikans kiilonbség, mindkettd esetén ~98%-0s

sejtpusztulast tapasztaltunk mar 0,1 pM esetén is, ezért a tovabbi vizsgalatokhoz a 10 perces
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besugarzasi idot valasztottuk. Ez az idétartam még toleralhato egy allat vagy egy ember szamara a
kezelés sordn, igy varhatéan kedvez0 lesz a késObbi vizsgalatok esetén is.

Ezutan vizsgaltuk az inkubdacids idonek a sejt életképességre gyakorolt hatasat. A sejteket az 5-
0s konjugatummal, illetve a szabad PplX-vel 1, 3 vagy 5 oran keresztiil kezeltilk, majd a
kezeldszert eltavolitottuk. Majd 10 perces besugarzast kovetden 72 6ran keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk a sejteket. Ahogy az 24. abra B részén lathato, a konjugdtum esetében a rovidebb
kezelési 1d6 szignifikdnsan kisebb hatast eredményezett. Ezzel szemben a protoporfirin IX esetén
nem volt jelentés hatékonysag kiilonbség az egyes kezelési idétartamok kozott, de 0,25 uM esetén
a legnagyobb hatast az 5 oras kezeléssel értiik el (24. abra C). Az igy kapott eredmények és a
korabban a kutatocsoportban mas GnRH-konjugatumokkal végzett mérések alapjan a tovabbi

kezelésekhez az 5 oras inkubacids 1d6t valasztottuk.
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24. abra Az in vitro sejt viabilitasi vizsgalatok optimalizalasa. (A) A kiilonbdz6 besugarzasi id6 hatasa;
(B) A kiilonboz6 inkubalasi id6 hatasa az 5-6s konjugatummal val6 kezelés soran; (C) A kiilonbozé
inkubalasi id6 hatasa protoporfirinnel valo kezelés soran. A sejt viabilitasi értékek a DMSO kontroll %-
aban vannak kifejezve. Statisztikai szignifikanciat csak az optimalizalt koriilményekre (10 perc
besugarzas, 5 ora kezelési id6) szamoltunk (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).

4.1.8 A GnRH-PpIX konjugatumok in vitro sejt viabilitas vizsgalata

A t6bbi GnRH-PpIX konjugatum hatasat a mar altalunk optimalizalt koriillmények kozott (5 ora
inkubaciods 1d6 és 10 perces besugarzas) Detroit-562 sejteken vizsgaltuk. Ahogy az a 25. dbra is
megfigyelhetd, az 6sszes jonnan eldallitott konjugadtum hatasa jobb volt a szabad PpIX hatasanal.

0,25 uM esetén mar mindegyik vegyiilet 90-95%-0s inhibiciot mutatott, mikdozben a PpIX csak
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megkozelitdleg 50% életképesség csokkenést eredményezett ugyanebben a koncentracioban. A
leghatékonyabb konjugatumnak a GnRH-I[°D-Lys(PpIX)] (5) és GnRH-II[*Lys(Bu), °D-
Lys(PpIX)] (7) bizonyultak, mind a két vegyiilet mar 0,1 uM koncentracidban is 90% f616tti sejt
életképesség gatlast mutatott. A masik két konjugatum, GnRH-1[*Lys(Bu), *D-Lys(Ppl1X)] (6) és
GnRH-1I[*Lys(Bu), °Asp(OMe), 8Lys(PpIX)] (8) kevésbé volt hatékony, ezek 0,1 uM esetén csak
65-70%-0s gatlast értek el. Ezt a sorrendet a szamolt ICso értékek is alatamasztjak (5. tablazat).
Tovabba, a peptidek 6nmagukban (protoporfirin nélkiill) nem mutattak sem citotoxikus, sem

citosztatikus hatast még 10 pM koncentracioban sem (fliggelék F10. dbra).
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25. abra A GnRH-PpIX konjugatumok (5-8) és a PpIX in vitro sejt viabilitas gatlasa 5 6ras inkubacios id6
¢és 10 perces besugarzas alkalmazéaséaval. A sejt viabilitasi értékek a DMSO kontroll %-&ban vannak
kifejezve. (* p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).
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5. tablazat Az eléallitott GnRH-PpIX konjugatumok és a PpIX szamolt ICsp értéke

Koéd Vegyiilet ICs0 / NM
5 GNRH-I[*D-Lys(PpIX)] 62,3+59
6  GnRH-I[*Lys(Bu), °D-Lys(PpIX)] 89,8 + 19,4
7 GnRH-II[*Lys(Bu), *D-Lys(PpIX)] 71,1 £ 6,2
8  GnRH-I[*Lys(Bu), *Asp(OMe), 8Lys(Pp1X)] 81,8+ 12,6

PpIX  Protoporfirin IX 209,3+119,5

4.1.9 Rovid osszefoglalas

A fej-nyaki laphamsejtes karcinoma (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC)
vilagszerte a daganatos megbetegedések csupan 4%-at okozza, azonban a halalozasi aranya igen
magas, ezért elengedhetetleniil fontos a megfeleld kezelés.!™ Ez a betegség csoport gyakoribb
férfiak korében és nagyobb mértékben érinti az 50 év felettieket.!’? Szdmos lehetséges terdpids

173174 az0nban a célzott

célpontot sikeriilt mar azonositani (pl. az EGFR) HNSCC kezelésére,
terdpit a kialakult rezisztencia miatt még nem sikeriilt megoldani.'”™ A GnRH receptor jelenlétét
igazoltak mar szaj- (KB) és gége karcinoma (HEp-2) sejteken,®? illetve humaén garat tumorsejteken
(Detroit-562) is.1’

Doktori munkam ezen részében igazoltuk, hogy a GnRH-R a betegekbdl szarmazo fej-nyaki
tumormintak nagy szazalékaban tulexpresszalodik, ezért megfeleld célpont lehet a HNSCC Klinikai
kezelésben is. Tovabba eredményeink egyértelmiien bizonyitottak, hogy a magas GnRH-R
expresszio rosszabb prognézist eredményez. A jovobeli kezeléshez a célzott tumorterapidban
alkalmazhaté négy kiilonféle GnRH analdghoz kapcsolt PpIX konjugatumot szintetizaltam.
Vizsgéltuk ezen konjugatumok receptorkdtddését human agyalapi mirigy és human prosztata
tumorszoveteken, illetve in vitro sejt életképességre gyakorolt hatasat Detroit-562 human garat
tumorsejteken. Az eredményeink szerint a PpIX konjugatumok koziil a vajsavval modositott
GnRH-IT analog (7) hasonld hatékonysagot mutatott, mint a kontroll GnRH-I analég (5), mig a
vajsavval modositott GnRH-I analég (6) és a GnRH-III szarmazék (8) csak kevésbé voltak
hatésosak, azonban az dsszes konjugatum jelentésen hatékonyabbnak bizonyult, mint a szabad
PplX. Ezen eredmények jol mutatjak a célzott terapia jelentdségét és elonyeit a fotodinamikus

terapiaban, valamint eldre vetitik a benne rejlé szdmos tovabbi lehetdséget is.
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4.2 A hatéanyagok szamanak és pozicidjanak fontossaga daunomicin-Angiopep-2

konjugatumokban

Az Angiopep-2 peptid (TFFYGGSRGKRNNFKTEEY) az alacsony slirliségli lipoprotein
(LDL) receptor-kapcsolt fehérje-1 (LRP1) ligandja, mely el6szor receptor-medialt transzcitdzissal
az agyba, majd ott receptor-medialt endocitézissal szelektiven a tumorsejtekbe juthat.® Az
Angiopep-2-t mint iranyit6 molekulat mar felhasznaltak kiilonb6z6 konjugatumok eléallitasara,
melyekben harom hatdanyagot kapcsoltak a peptidhez a két lizin oldallanc és az N-terminalis
aminocsoportokat felhasznalva, észterkotést kialakitva a peptid és a hatéanyagok kozott.89%
Szintézis szempontjabol valoban egyszeriibb mindharom csoporthoz hatéanyagot kapcsolni, mint
szelektiven egyik vagy masik aminocsoportot felhasznalni, illetve az esetek tobbségében tobb
hatéanyag alkalmazasa nagyobb tumorellenes hatast eredményezhet. Korabban azonban nem
vizsgaltak, hogy a hatéanyagok pozicidja befolyasolja-e a konjugdtum hatdsossagat. Ezért a doktori
munkam ezen részében azt vizsgaltam, hogy az Angiopep-2 peptidhez kapcsolt hatdbanyagok szama
¢s pozicidja hogyan befolyasolja a konjugatumok biologiai aktivitasat, ehhez pedig eldallitottam
az Osszes egy, két, illetve harom daunomicint tartalmazé szarmazékot. A daunomicint minden
esetben oximkotésen keresztiil kapcsoltam a megfeleld pozicioba, mely egy elonydsebb és

stabilabb kotés, mint a korabban alkalmazott észterkotés.
4.2.1 A daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok szintézise

A 19 aminosav hosszisagu Angiopep-2-alapu konjugatumok szintézisét Wang gyantan
végeztem, igy a C-terminalison karboxilcsoportot tartalmaz6 peptideket kaptam a gyantarol valo
az eltérd szamu és helyzetli aminooxiacetil linkerrel funkcionalizalt peptidek szintézise soran
gyantaosztasos technikat alkalmaztam. A szekvencia egy pontja (*!Arg) utan a gyantat fokozatosan
szétosztva, parhuzamosan épitettem fel a szekvencidkat. Az elsé elagazasként hasznalt, 6todik
aminosavként felkapcsolt lizin (*°Lys) esetén Fmoc-Lys(Mtt)-OH-t hasznaltam. Az Mtt oldallanc
véd6csoport hig savval (1-2% TFA/DCM) szelektiven hasithatdé a gyantan, ha az adott
konjugatumban kapcsolodik hozza hatéanyag, minden mas esetben pedig a gyantardl valo hasités
soran a tobbi oldallanc véddcsoporttal egyiitt eltdvolithatd. A nyolcadik aminosavként kapcsolt
aszparagin (*?Asn) utan a szukcinimid gyiirlizarodasi reakcio elkeriilése érdekében az Fmoc-

csoport eltavolitasahoz 2% piperidin + 2% DBU + 0,1 M HOBt / DMF elegyet alkalmaztam. Ezzel
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a HOBt-t is tartalmazd kevésbé bazikus karakteri hasitdeleggyel elkeriilhetd a szintézis soran
bekdvetkezé szukcinimid gytirtizarodasi reakcid. A kilencedik aminosav (Y!Arg) felkapcsolasa
utan a gyantat két részre osztottam. A masodik elagazasként hasznalt 1°Lys esetében a szelektiven
eltavolithato ortogonalis oldallanc véddcsoportot tartalmazé Fmoc-Lys(Dde)-OH-t épitettem be,
ha a konjugatumban ehhez a lizinhez kapcsolodott hatéanyag (12, 14-16), ellenkezd esetben a
standard Fmoc-Lys(Boc)-OH-t hasznaltam (9-11, 13). Ett6l kezdve a két gyantat parhuzamosan
épitettem a tizennyolcadik aminosavig (*Phe), amely pontnal mindkét adag gyantat két részre
osztottam. Utolsé aminosavként az N-terminalison hatdéanyagot tartalmazé konjugatumok (11, 13,
15, 16) esetében Fmoc-Thr(‘Bu)-OH-t, mig a szabad N-terminalis aminocsoportot tartalmazoé
konjugatumok (9, 10, 12, 14) esetében Boc-Thr(‘Bu)-OH-t hasznaltam. Ezutidn a megfelelé N-
termindlis és/vagy lizin oldallanc védécsoporto(ka)t (Fmoc, Dde, Mtt) szelektiven hasitottam, és a
megfeleld pozicio(k)ba felkapcsoltam a Boc-védett aminooxiecetsavat. A szintézisek befejezése
utdn a peptideket savas kdzegben, megfeleld kationfogok jelenlétében hasitottam a gyantardl, mely
soran az oldallanc véddécsoportok is lehasadtak. A nyers peptideket RP-HPLC-vel tisztitottam, és
ESI-MS-sel azonositottam, majd az aminooxiacetilezett peptidek esetében a tiszta frakcidkat
kozvetleniil, liofilizalas nélkiil hasznaltam a hatéanyaggal valo reakciohoz.

A tisztitott aminooxiacetilezett peptidekhez a daunomicint oximkotéssel, enyhén savas
koriilmények kozott (NHsOAc puffer, pH 5,1) konjugaltam. A reakcidelegyeket RP-HPLC-vel
tisztitottam, a termékeket ESI-MS-sel azonositottam, tisztasagukat pedig analitikai RP-HPLC-vel
ellendriztem (6. tdbldzat). Az Angiopep-2 peptid és a daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok

analitikai HPLC kromatogramjai és MS spektrumjai a fliggelék F11-F18. dbrdjdn lathatok.
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6. tablazat Az eldallitott daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok analitikai jellemzoi

9
10
11
12
13
14
15

Kéd Konjugitum Ri/ percd  MWzimotr | MWperd”
H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH 18,6 2300,1/2300,2
H-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH 20,9 2882,3/2882,3
Dau=Ao0a-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH 21,9 2882,3/2882,3
H-TFFYGGSRGK(Dau=A0a)RNNFKTEEY-OH 21,2 2882,3/2882,3
Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=Ao0a)TEEY-OH 21,8 3464,5 / 3464,5
H-TFFYGGSRGK(Dau=Ao0a)RNNFK(Dau=Ao0a) TEEY-OH 20,6 3464,5 / 3464,5
Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=A0a)RNNFKTEEY-OH 21,8 3464,5 / 3464,5
Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Ao0a)TEEY-OH 21,6 4046,7 / 4046,6

16

2 Macherey-Nagel Nucleosil C18 oszlop (5 pm, 100 A, 250 x 4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 30 perc 90% B

® Thermo Fisher Scientific Q Exactive Focus hibrid kvadrupol-orbitrap analizatoros ESI-MS

A konjugatumok tisztitdsa soran nyilvanvalova valt, hogy az egymas utani ketté vagy harom
véddcsoport gyantan valod hasitdsa szdmos mellékreakciot okoz, és a keletkezd termék és
melléktermékek mindkét alkalmazott HPLC oszloprol (C18 és C4) kozel azonos retencids iddvel
elualodnak, igy az elvalasztasuk a gradiens modositasaval sem megoldhato. Ezért a két és harom
daunomicint tartalmazé szarmazékok szintézisét megismételtem ugy, hogy a ®Lys esetében a
korabban alkalmazott Fmoc-Lys(Mtt)-OH helyett Fmoc-Lys(Boc)-OH (15) vagy Fmoc-Lys(Dde)-
OH (13, 14, 16) aminosavakat hasznaltam. A szintézis tobbi része a korabbiakkal megegyez6
modon tortént. Ez az aminosav szarmazék csere lehetdvé tette, hogy csak a Dde, illetve az Fmoc
csoportokat kelljen a gyantan hasitani, €s ezzel a mddszerrel mar a tervezett tiszta szarmazékok

eldallitasa sikeres volt.
4.2.2 A daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok in vitro citosztazis vizsgalata

Az eléallitott peptid (9) és daunomicin-peptid konjugatumok (10-16) in vitro citosztatikus

hatasat U87 human glioblastoma sejtvonalon vizsgaltuk. A sejteket a peptid és a konjugatumok

crc

1épés utan a sejteket tovabbi 48 oran at 37 °C-on inkubaltuk. A vegyiiletek citosztatikus hatasat
MTT-teszt segitségével hataroztuk meg. A mért I1Cso értékek a 7. tablazatban lathatok.
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7. tablazat Az Angiopep-2 peptid és a daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok mért 1Cso értékei.

Kéd Konjugatum I1Cs0 / pM
9 H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH > 50
10 H-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH 30,2+ 6,4
11 Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH 10,9 + 2,8
12 H-TFFYGGSRGK(Dau=A0a)RNNFKTEEY-OH 24,0+5.,9
13  Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=Ao0a)TEEY-OH 32,3+8,1
14  H-TFFYGGSRGK(Dau=A0a)RNNFK(Dau=Ao0a) TEEY-OH 21,6+ 5,4
15 Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=A0a)RNNFKTEEY-OH 7,8+ 6,3

16 Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Ao0a)TEEY-OH 23,6 £ 6,3

A nativ peptid az alkalmazott koncentraciotartomdnyban nem mutatott citosztatikus aktivitast.
A kapott eredményekbdl lathato, hogy nincs egyértelmii 0sszefliggés a hatdbanyagok szdma és a
citosztatikus hatékonysag kozott. Mar az egy daunomicint tartalmazo konjugatumok esetében is
nagy kilonbség lathato: a hatéanyagot az N-terminalison tartalmazd szarmazék (11)
hatékonyabbnak bizonyult, mint a lizin oldallancokon hatéanyaggal szubsztitualt szarmazékok (10,
12). Ez utébbiak koziil pedig a C-terminalishoz kozelebbi lizin (**Lys) moédositasa (10)
eredményezte a kevésbé hatékony konjugatumot.

A két daunomicint tartalmazé konjugdtumok esetében azt tapasztaltuk, hogy a hatéanyag
szamanak novelése nem feltétlentil jar egylitt a hatas ndvekedésével. A C-terminalishoz kdzelebbi
lizinen is hatéanyagot tartalmazé konjugatumok (13, 14) kevésbé voltak hatékonyak, mint az abban
a pozicioban hatéanyagot nem tartalmaz6 szdrmazék (15). Ahogy az eredményekbdl lathatd, az
eredetileg legjobb citosztatikus hatassal rendelkezd szarmazék (11) Lys oldallincon vald
hatéanyag kapcsolas utdn (13) a tumorellenes hatés kifejezetten romlik. Azonban a tobbi két
daunomicint tartalmazd szarmazék esetében sem tapasztaltunk szignifikdns hatékonysag
novekedést (12—14 és 11—15), amit a masodik hatdéanyag beépitése miatt feltételeztiink volna.
Sét, a harmadik daunomicin konjugalasa (16) sem tudta ndvelni a konjugdtum hatékonysagat.

Ezek alapjan elmondhatoé, hogy a daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok hatékonysaga
elsésorban nem a hatéanyagok szamatol, hanem inkabb a hatéanyag molekulan beliili pozicidjatol
fiigg. Mivel a Lys oldallancanak modositisa minden esetben rontott a konjugatumok

hatékonysagan, ezért ezt a jovOben érdemes lesz elkeriilni.
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4.2.3 A daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok in vitro sejtbejutasi vizsgalata

A konjugatumok citosztatikus aktivitasat sok kiilonb6zo tényezd egyiittesen hatarozza meg,
melyek koziil az egyik az internalizacié hatékonysaga. Ezért a konjugatumok (10-16) in vitro
sejtbejutasat U87 sejteken aramlasi citométerrel vizsgaltuk. A sejteket a konjugatumok oldataival
(2, 10 és 50 uM) egy oran keresztiil kezeltiik, majd egy mosasi 1épést kovetden a sejteket tripszinnel
kezeltiik, hogy az aspecifikus kotédést lehetdvé tevo sejtfelszini struktrakat is eltavolitsuk, igy
csak a sejtekbe ténylegesen bejutott konjugatumok mennyiségét detektaltuk. Korabbi
eredményeink igazoltak, hogy a konjugatumok 24 oéra utan még a legnagyobb alkalmazott
koncentracioban (50 uM) sem mutattak citotoxikus hatdst. A 10 és 50 uM koncentracio esetén

kapott eredmények a 26. dbra lathatok. Az abran a daunomicin pozitiv (Dau+) €16 sejtek aranyat

tuntettuk fel.
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26. abra A daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok in vitro sejtbejutasa

Az in vitro sejtbejutas vizsgalatok esetén is megfigyelhetd, hogy jelentds kiilonbségek vannak
a kiilonbozo konjugatumok kozott. A leghatékonyabban internalizal6dé konjugatum a daunomicint
az N-terminalishoz kozelebbi lizinen (*°Lys) tartalmazé szarmazék (12), mely mar 10 uM-ban a
sejtek 60%-aba bejut. Az N-terminalison funkcionalizalt konjugatum (11), illetve ennek a kettonek

a kombinaciojat tartalmazo két hatdanyag tartalmi szarmazék (15) 50 uM koncentracioban szintén
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hatékonyan internalizaloédott. Azonban a C-terminalishoz kozelebbi lizinen (*°Lys) daunomicint
tartalmazd szarmazékok (10, 13, 14, 16) legfeljebb a sejtek 65%-aba jutottak be, még a
legmagasabb 50 uM koncentracidban is. Feltehetden ennek a pozicidonak a hatdéanyaggal torténd
modositasa jelentdsen csokkenti a konjugatumok receptorkotddését, és ezaltal a sejtbejutasat is.
Tovabba ezen szarmazékok alacsony internalizacios képessége megmagyarazza az alacsony in
vitro tumorellenes hatasukat is.

Ahogy a citosztatikus hatds esetében, ugy az internalizacid mértékében sem okoz egyértelmii

pozitiv vagy negativ valtozast a hatéanyagok szdmanak ndvelése, mig a hatdanyag(ok)

crer

erer

lizoszoma preparatumban

A 10, 13, 14, 16 konjugatumok esetében a viszonylag a magas 1Csp értékek okara mar valaszt
kaphattunk, hiszen ezen szarmazékok alacsony sejtbejutasi képessége megmagyardzza azt. A 11 és
15 konjugatumok esetében is a magasabb internalizacios képesség magyarazza az alacsony 1Cso
értékeket. Azonban a 12 konjugatum esetében a fokozott mértékii sejtbejutast a citosztazis adatok
nem tadmasztjak ald. Ezért ennek az ellentmondasnak a feloldasa érdekében vizsgaltam a
konjugatumok metabolizmusat patkdny maj lizoszéma preparatumban.

A konjugadtumok (10-16) ammoénium-acetat pufferes oldatat elegyitettem a lizoszéma
preparatummal. Az elegyeket kevertetés mellett 37 °C-on inkubaltam, majd 5 perc, 1, 6, 24 és 72
ora elteltével mintdkat vettem. Az enzimatikus reakciot hangyasavval allitottam le, és a mintakat
HPLC-MS moadszerrel vizsgaltam. Az azonositott hasitasi pontok a 27. abra lathatdk, a detektalt
total ion kromatogramok a fiiggelék F19-F25. dbrdjan, az azonositott degradacios fragmensek
pedig a fliggelék F1-F7. tablazataban lathatok.
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27. abra A daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok (10-16) lizoszomalis degradacioja soran azonositott
hasitasi pontok

A detektalt legkisebb metabolit az egy aminosavat és az aminooxiacetil linkert tartalmazé
daunomicin volt (Dau=Aoa-Thr-OH ¢és H-Lys(Dau=Aoa)-OH).}1"® Azonban mig az N-
terminalishoz vagy a °Lys oldallincéhoz kapcsolédd daunomicin esetében a legkisebb metabolit
mar egy Ora utan megjelent a kromatogramokban és rovid idén beliil (6-24 ora) csak ezt a
hatéanyag tartalmii fragmenst lehetett detektdlni, addig a °Lys oldallancahoz kapcsolodd
daunomicin esetében csak hat ora utan jelent meg a legkisebb metabolit, és még 72 6ra utdn sem
az volt a legintenzivebben detektalhaté fragmens. A dominans fragmensek ebben az esetben a H-
GK(Dau=Ao0a)R-OH ¢s H-GK(Dau=Ao0a)-OH metabolitok voltak. Valdsziniileg ebben az esetben
nagy sztérikus gatlas 1ép fel, ami miatt az enzimek nem férnek hozza a kornyez6 peptidkotésekhez.
Ez pedig mar egyértelmlien magyardzza, hogy a 12 konjugdtumnak miért volt kisebb a
tumorellenes hatasa a kiemelkedd sejtbejutés ellenére.

Tehat abban az esetben, ha nem hasadd linkeren keresztiil kapcsoljuk a hatdanyagot, akkor
kiilonos tekintettel kell lenni a konjugaciés hely megvélasztasara, hiszen a konjugatum

lebomldsdnak mechanizmusa jelentdsen befolyasolhatja annak biologiai hatasat.
4.2.5 Enzim-labilis spacert tartalmazo konjugatumok eléallitasa

Mivel a 12 konjugatum sejtbejutasi képessége kiemelkedd volt, viszont a hatdanyag
felszabadulas problémakba iitkozott, ezért olyan szarmazékokat terveztem, melyekhez a
daunomicin a °Lys oldallancan egy enzim-labilis spaceren (VA vagy GFLG) keresztiil
kapcsolodik. A Val-Ala szekvencia esetében a lizoszomalis enzimek elGszor az alanin utan

hasitanak, mely azonban ebben az esetben egy izopeptid ktéssel kapcsolddik a lizinhez, amit lehet,
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hogy az enzimek nem képesek elhasitani, ezért terveztem egy olyan spacert is, mely tavtartoként
két glicint tartalmazott az alanin és az g-aminocsoport kozott (VAGG).

A peptidek szintézise a fentebb ismertetett moédon tortént. Mindegyik szarmazékndl a °Lys
esetében Fmoc-Lys(Boc)-OH-t, mig a °Lys esetében Fmoc-Lys(Dde)-OH-t épitettem be, utolsd
aminosavként pedig Boc-Thr('Bu)-OH-t kapcsoltam. A peptidgerinc szintézise utan lehasitottam a
Dde véddcsoportot hig hidrazin oldattal (2% N2H4/DMF), és Fmoc-technikaval felépitettem az
enzim-labilis spacereket a lizin oldallancan, végiil pedig felkapcsoltam a Boc-Aoa-OH-t. Ezt
kovetden a peptideket hasitottam a gyantardl, majd RP-HPLC-s tisztitas utan a tiszta terméket
tartalmazo frakciot hasznaltam a daunomicinnel valé konjugélashoz. A konjugatumokat ESI-MS-
sel azonositottam, tisztasagukat pedig analitikai RP-HPLC-vel ellendriztem (8. tdbldzat). A spacert
tartalmazé daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok analitikai HPLC kromatogramjai és MS

spektrumai a fiiggelék F26-F28. dbrajan 1athatok.

8. tablazat Az elGallitott spacert tartalmazo daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok analitikai jellemz6i

Kéd Konjugitum Rt/ percd  MWgzimott | MWiner!®
17 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RNNFKTEEY-OH 22,3 3256,5 / 3256,5
18 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFKTEEY-OH 21,5 3052,4 / 3052,4
19 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-VAGG)RNNFKTEEY-OH 21,5 3166,4 / 3166,4

2 Macherey-Nagel Nucleosil C18 oszlop (5 um, 100 A, 250 x 4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 30 perc 90% B
® Thermo Fisher Scientific Q Exactive Focus hibrid kvadrupol-orbitrap analizatoros ESI-MS

4.2.6 Az enzim-labilis spacert tartalmazé daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok in vitro

citosztazis vizsgalata

A spacert tartalmazo daunomicin-peptid konjugatumok (17-19) in vitro citosztatikus hatasat
U87 human glioblastoma sejtvonalon vizsgéaltuk. A sejteket 24 oran keresztiil kezeltiik a
konjugatumokkal (0,05-50 uM), majd mosas utan tovabbi 48 oran keresztiil inkubaltuk. A
vegyliletek citosztatikus hatasat MTT-teszt segitségével hataroztuk meg, a mért 1Csg értékek a 9.
tablazat lathatok.
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9. tablazat A °Lys pozicidban spacert tartalmazé daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok
(17-19) mért ICsp értékei dsszehasonlitva a kiindulasi konjugatummal (12).

Kéd Konjugatum I1Cs0 / pM
12 H-TFFYGGSRGK(Dau=A0a)RNNFKTEEY-OH 24,0+5,9
17  H-TFFYGGSRGK(Dau=Ao0a-GFLG)RNNFKTEEY-OH 16,9 +£5.6
18 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFKTEEY-OH > 50

19 H-TFFYGGSRGK(Dau=Ao0a-VAGG)RNNFKTEEY-OH 20,2+ 3,0

Ahogy az eredményekbdl is lathatd, a VA szekvencia 6nmagaban (18) nem elegendd a hatés
novelésére. A masik két spacer szekvenciat tartalmazd szarmazék (17 és 19) pedig hasonlo
tumorellenes hatdst mutatott, mint az eredeti konjugatum (12), tehat a konjugatumok hatékonysagat

a spacerek beépitésével nem sikeriilt szignifikansan javitani.

4.2.7 Az enzim-labilis spacert tartalmazé daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok in vitro

sejtbejutasi vizsgalata

Kivancsiak voltunk, hogy a citosztatikus aktivitast miért nem sikeriilt ndvelni, hogy az enzim-
labilis spacer beépitése csokkentette-e a sejtbejutasi képességet a 12 konjugatumhoz képest. Ezért
az 1) konjugatumok (17-19) in vitro sejtbejutasat U87 sejteken vizsgaltuk. A sejteket az 4.2.3
részben bemutatott protokoll szerint kezeltiikk a konjugatumokkal, majd 4dramlési citometriaval
vizsgaltuk a sejtbejutasi képességet. A 10 és 50 uM koncentracio esetén kapott eredmények a 28.

dbra lathatok.
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28. abra A spacert tartalmazé daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok in vitro sejtbejutasa (17-19)
Osszehasonlitva a kiindulasi konjugatummal (12)

Ahogy a grafikonon is latszik, a VA (18) és a VAGG (19) spacerek beépitése jelentdsen
csOkkentette a konjugatumok sejtbejutasi képességét a kiindulasi 12 konjugadtumhoz képest. Ez
magyarazhatja, hogy ezen konjugatumok esetében miért nem sikeriilt hatékonyan ndvelni a
tumorellenes hatdst. Azonban a GFLG spacert tartalmazo konjugatum (17) sejtbejutési képessége
Osszemérhetd volt a 12 konjugatuméval, igy ebben az esetben nem az internalizacios képesség

megvaltozasa miatt nem javult jelentds mértékben a citosztatikus hatés.

4.2.8 Az enzim-labilis spacert tartalmazé daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok

ere s

A konjugatumok in vitro biologiai viselkedésének teljesebb megértéséhez vizsgaltam a
konjugatumok metabolizmusat patkdny m4j lizoszoma prepardtumban. Ehhez a konjugatumokat
lizoszoma preparatummal inkubaltam, majd a korabbiakhoz hasonléan 5 perc, 1, 6, 24 és 72 6ra
elteltével mintakat vettem, melyeket HPLC-MS modszerrel vizsgaltam. Az azonositott hasitasi
pontok a 29. abra lathatok, a detektalt total ion kromatogramok a fliggelék F29-F31. dbrdjan, az
azonositott degradacids fragmensek pedig a fiiggelék F8-F10. tablazatdaban lathatok.
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Dau:Aoa-(%f'LG Dau:Aoa-VTA Dau=Aoa—V1AfG

29. abra Az enzim-labilis spacert tartalmazo daunomicin-Angiopep-2 konjugatumok (17-19) lizoszomalis
degradacioja soran azonositott hasitasi pontok

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a VA spacer esetén (18) az enzimek valdoban nem
képesek hasitani az alanin és a lizin kozotti izopeptid kotést, igy a vart metabolit (Dau=Aoa-Val-
OH) csak elhanyagolhatdé mennyiségben keletkezett a mérési idétartam alatt. Tovabba a H-
K(Dau=Ao0a-VA)-OH is csak nagyon kis mennyiségben keletkezett, valoszintileg sztérikus gatlas
miatt, hiszen dominans fragmensként még 72 6ranal is a H-GK(Dau=Aoa-VA)R-OH-t detektaltuk.
Igy a 18 konjugatum esetében nem csak a rossz sejtbejutasi képesség, hanem a lassi metabolizacid
is oka lehet az alacsony tumorellenes hatasnak.

Ezzel szemben a VAGG spacert tartalmazo konjugatum (19) esetében a Dau=Aoa-VA-OH
metabolit mar egy 6ra utdn, a Dau=Aoa-V-OH metabolit pedig hat ora utan detektalhato volt.
Ebben az esetben egyértelmiien az alacsony internalizacios képesség okozta a 12 konjugdtumhoz
hasonl¢ citosztatikus hatést.

A GFLG spacert tartalmazé konjugatum (17) esetében a Dau=Aoa-GF-OH metabolit csupan hat
ora elteltével volt eldszor detektalhatd, melynek a tovabbi degradaciéja Dau=Aoa-G-OH-va
kifejezetten lassiinak bizonyult. Ebben az esetben is valosziniisithetd, hogy sztérikus gatlas 1épett
fel, hiszen még 24 ora utéan is az egyik legintenzivebben detektalhatd fragmens a H-GK(Dau=Aoa-
GFLG)R-OH metabolit volt. A lasst lizoszomalis degradacio pedig megmagyarazza, hogy a 17

konjugatum esetében miért nem sikeriilt ndvelni a tumorellenes hatast.

4.2.9 Rovid osszefoglalas

e

vizsgaltam. Az Angiopep-2 peptid esetében a kismolekulds hatéanyagot tartalmazo konjugatumok
elallitasa soran eddig mindharom aminocsoportot (N-terminalis, illetve °Lys és *°*Lys oldallanc
aminocsoportok) felhasznaltdk a konjugalashoz.89% Azonban a harom hatéanyag tényleges
fontossagat korabbi kutatasokban nem vizsgaltak. Ezért a munkam soran eldszor eldallitottam az
Osszes egy, kettd, illetve harom daunomicint tartalmaz6 konjugatumot (7 konjugatum, 10-16),

optiméaltam a szintézis koriilményeket a tiszta konjugatumok eldallitasa érdekében ¢és
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tanulmanyoztuk ezek in vitro citosztatikus hatasat, sejtbejutasi képességét, majd vizsgaltam a
azt mutattdk, hogy a hatéanyagok szdmanak a ndvelésével nem sikeriilt jelentésen javitani a
konjugatumok hatékonysagat. A legjobb hatassal az N-terminalison daunomicint tartalmazo
konjugatum (11) rendelkezett, melynek sejtbejutasi képessége €s degradacios profilja is kedvezo
volt. A C-terminalishoz kozelebbi lizin (*°Lys) modositasaval (10) azonban a hatékonysag
jelentdsen romlott, mely visszavezethetd az alacsony sejtbejutasi képességre. Az N-terminalishoz
kozelebbi lizin (*°Lys) szubsztiticidjaval (12) pedig egy kiemelkedé internalizacioval rendelkezd
konjugatumot sikeriilt eldallitani, melynek a tumorellenes hatékonysdga azonban nem volt
kimagaslo. A degradacios vizsgalatok eredményeibdl nyilvanvalova valt, hogy ebben az esetben a
lassu metabolizacié okozza az alacsony citosztatikus aktivitast. Ennek kikiiszobolésére ebbe a
pozicidba egy enzim-labilis spacert (GFLG, VA vagy VAGG) épitettem a hatdanyag ¢és a lizin
oldalldnca kozé. Ezek egy része azonban jelentdsen rontotta a konjugatum sejtbejutasi képességét
(18 és 19), a megfeleld internalizacioval rendelkezé GFLG spacert tartalmazo konjugatum (17)
pedig a kiindulasi molekuldhoz (12) hasonld lassti degradacidé miatt nem tudta javitani a
tumorellenes hatast.

Ezek az eredmények ramutatnak arra, hogy egy konjugatum hatasa rendkiviil sok paramétertdl
fligghet: a hatoanyag pozicidjatdl és szamatol, a sejtbejutasi képességtol, €s a metabolizmustol, és

ezeket a konjugdtumok tervezése soran minden esetben figyelembe kell venni.
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4.3 EGFR célzo hatoanyag-peptid konjugatumok oldhatésag novelése hidrofil
polimerekkel

Az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) kulcsfontossagu szerepet jatszik a
rosszindulati daganatok kialakuldsdban. Mivel az EGFR a szolid tumorok nagy részében
talexpresszalodik, ezért megfeleld célreceptor lehet az iranyitott tumor terdpidban.tt2113

Doktori munkam ezen részében kiilonb6z6 EGFR célzo hatéanyag-peptid és hatdanyag-peptid-
polimer konjugatumokat szintetizaltam a Szerkezet-aktivitas Osszefliggés tanulmanyozasara.
Ezeket a biokonjugitumokat az EGFR-hez szelektiven kotddé peptidek (GE11'20 ¢s D431
felhasznalasaval allitottam eld, hatéanyagként pedig daunomicint valasztottam, melyet
oximkotéssel kapcsoltam az aminooxiacetilezett peptidekhez. Mindegyik peptid esetében
szintetizaltam olyan szarmazékokat is, ahol egy enzim-labilis spacert (GFLG! vagy YRRL)
épitettem a hatdéanyag és a peptid kozé, hogy noéveljem a hatéanyag lizoszoméban vald
felszabadulasanak mértékét. Azonban ezek a tdvtartok nagymértékben befolyédsoltak a
konjugatumok oldhatosagat. A legrosszabbul oldoddo GFLG spacer tartalmt szarmazékokhoz egy
hidrofil polimermolekulat (PEG vagy HbPG) kapcsoltam, hogy megndveljem a konjugatumok
oldhatosagat. Feltételeztiik, hogy a polimerek bizonyos mértékben befolyasoljak a konjugatumok
receptorkotédését, ezért vizsgaltuk, hogy egy pentaglicin (Gs) spacer beépitése a polimer és a
peptid k6zé hogyan befolyasolja a bioldgiai hatast. Ehhez a konjugatumok in vitro citotoxicitasat
és sejtbejutasit az EGFR-t nagy mennyiségben expresszald HT-29 human vastagbél

adenokarcindéma sejtekent’’

vizsgaltuk.
A méréseket a Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt- és Immunbiologiai Intézet Kemotaxis

Munkacsoportjaval és a TTK AKI Polimerkémiai Kutatocsoporttal egyiittmiikodésben végeztik.
4.3.1 A daunomicin-peptid konjugatumok szintézise

A hatoanyag-peptid konjugatumok szintéziséhez eldszor a két irdnyitd molekulat, a GE11
(YHWYGYTPQNVI) ¢és a D4 (LARLLT) peptideket szilardfazisu peptidszintézissel allitottam eld.
Mindkét iranyitod peptid esetében szintetizaltam spacer nélkiili (21 és 25) és az N-teminalison egy
GFLG (22 és 26) vagy YRRL (23 és 27) enzim-labilis spacerrel meghosszabbitott szarmazékokat
is, majd a Boc-aminooxiecetsavat az igy elkészitett peptidek N-terminalisara kapcsoltam még a
gyantan. A kontroll peptidek (20 és 24) esetén az aminooxiecetsav kapcsolasa helyett acetileztem

az N-termindlist. A szintézisek befejezése utan a peptideket savas kozegben, a megfeleld
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kationfogok jelenlétében hasitottam a gyantardl, majd a nyers peptideket RP-HPLC-vel tisztitottam
¢s ESI-MS-sel azonositottam. A tiszta aminooxiacetilezett peptidet tartalmaz6 frakciokat
kozvetleniil, beparlds utan hasznaltam a daunomicinnel val6 konjugélashoz.

A daunomicint minden esetben oximkd&téssel kapcsoltam a peptidekhez, mely reakciohoz
enyhén savas kozeget (ammoénium-acetat puffer:DMF 1:1 (V/V); pH 5,1) alkalmaztam. Az
elegyeket RP-HPLC-vel tisztitottam, a termékeket ESI-MS-sel azonositottam, tisztasagukat pedig
analitikai RP-HPLC-vel ellenériztem (10. tabldazat). Az acetilezett peptidek és a daunomicin-peptid
konjugatumok analitikai HPLC kromatogramjai és ESI-MS spektrumjai a fiiggelék F32-F39.
abrdjan lathatok.

10. tablazat Az eléallitott peptidek (20, 24) és konjugatumok (21-23, 25-27) analitikai
jellemzdi és turbiditasa

Turbiditas

Kéd Peptid/Konjugitum Ri/ percd  MWzimord! MW e
(100-T%)°

20  Ac-GE11 27,9 1581,7/1582,2 -

21  Dau=Aoa-GE11l 30,2 2121,9/2122,1 18,2
22  Dau=Aoa-GFLG-GE11l 33,6 2496,3/2496,5 36,8
23  Dau=Aoa-YRRL-GE11l 29,5 2710,6/2710,8 25,9
24 Ac-D4 30,9 726,5/726,7 -

25  Dau=Aoa-D4 33,9 1267,1/1267,1 1,9
26  Dau=Aoa-GFLG-D4 39,0 1641,5/1641,6 18,7
27  Dau=Aoa-YRRL-D4 33,7 1855,8/1855,9 4,4

2 Phenomenex Aeris PEPTIDE XB-C18 oszlop (5 um, 100 A; 250x4,6 mm); gradiens O perc 2% B,
5 perc 2% B, 50 perc 90% B

® Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus ioncsapda analizatoros ESI-MS

€100 uM, DMSO:sejttenyészté médium (1:9, V/V) elegyben mérve

4.3.2 A daunomicin-peptid konjugatumok oldhatésaganak vizsgalata

Mivel mindkét iranyit6 molekula szamos hidrofob aminosavat tartalmaz, és az egyik
alkalmazott enzim-labilis spacer (GFLG) is tovabb noveli a peptidek hidrofobitasat, ezért az in

vitro mérések eldtt a konjugatumok oldhatosagat turbiditas mérésekkel hataroztuk meg. A
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turbiditas (zavarossag) az oldat atlatszosaganak (transzmittancia, T) csokkenését jelenti egy
oldhatatlan anyag jelenléte miatt, melyet 100-T%-ban fejeziink ki. A méréseket egy UV-Vis
spektrofotométer segitségével végeztiik, az oldatok fényateresztd képességét 630 nm vizsgaltuk.
Ezen a hullamhosszon a hatéanyag-peptid konjugatumoknak nincs abszorbanciaja, ami zavarhatna
a mérést (fliggelék F40. dbra). A mérések soran azt tapasztaltuk, hogy a Dau-peptid konjugatumok
nem oldddnak vizben, ezért DMSO-ban oldottuk el6 a konjugatumokat (1 mM). Ezeket a tiszta
DMSO-s torzsoldatokat kozvetleniil a mérés eldtt higitottuk tizszeresére (100 uM) RPMI-1640
sejttenyészté médiummal. Ez a koncentracio (100 puM) az altalunk az in vitro mérések soran
altalanosan alkalmazott és jelen esetben is a tervezett legmagasabb oldatkoncentracio. A kapott
turbiditas értékek a 10. tablazat 1athatok. Fontos megjegyezni, hogy egy 6ra varakozasi id6 utan az
elegyek kozel atlatszova valtak (a turbiditas 0-0,5 értékre valtozott), vagyis nem stabil kolloid
rendszert kaptunk, hanem a kicsapodott konjugatumok idével leiilepedtek a kiivetta aljara.

Ahogy az eredményekbdl lathatd, a Dau=Aoa-D4 kivételével (25, turbiditas: 1,9) az Gsszes
konjugatum a higitas hatasara részlegesen kicsapodott, még az ilyen nagy mennyiségli DMSO-t
(10%) tartalmazé oldoszerelegybdl is. Azonban mivel mar ez a DMSO koncentracio is messze
meghaladja a sejtek szamara tolerdlhatod, vagyis még nem toxikus mennyiséget, ezért ezek a
konjugatumok jelen formdban biztosan nem alkalmazhatok az iranyitott tumorterapidban. Emiatt

ezekkel a konjugatumokkal in vitro vizsgalatokat nem végeztiink.
4.3.3 A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok szintézise

A felmeriilt oldhatosagi problémat mindenképp szerettiik volna kikiiszobdlni, hogy az iranyitd
molekulakat vizsgalni tudjuk, ezért Gj, vizoldhatd polimert is tartalmazé daunomicin-peptid-
polimer konjugatumokat terveztem. Ilyen vizoldhato polimer példaul a poli(etilénglikol) (PEG),
melynek gyogyszerekhez, peptidekhez és konjugdtumokhoz valoé kapcsoldsa jol ismert modszer az
oldhatosig ndvelésére,'%® azonban méra ennek a technikénak a hatranyai is jol ismertek.'®® Emiatt
a konjugatumok eléallitaisahoz nem csak a kereskedelemben kaphatdo amin-PEG-et, hanem egy
amin-monofunkciés hiperelagazasos poliglicidolt (HbPG) is valasztottam, mely egy kimagaslo
vizoldhatosaggal és biokompatibilitassal rendelkezd nemlinearis PEG-analog.?% A két kivalasztott
polimer szerkezete a 30. dbra lathatd. A kivalasztott polimerek szamatlag molekulatomege
mindkét esetben 1000 g/mol volt. Mivel a polimerek sztérikusan gatolhatjak a receptor-ligandum

kotodést, ezért olyan analdogokat is terveztem, melyek egy pentaglicin tavtartot (Gs spacert)
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tartalmaztak a polimer és a peptid kozott. A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok
szintéziséhez a GFLG spacer tartalmu peptideket valasztottam, mivel ezen szarmazékoknak (22,
25) volt a legrosszabb az oldhatosaga (10. tabldzat).

A konjugatumok eldallitasdhoz eldszor a GFLG spacert tartalmazd GE11 és D4 szarmazékokat
ismételten eldallitottam, azonban ebben az esetben szabad karboxil C-terminalissal. A peptidlanc
felépitése utan minden peptid N-terminalisara egy izopropilidén védett aminooxiecetsavat
kapcsoltam.!”® Eléallitottam a C-termindlison pentaglicin spacert tartalmazo szarmazékokat is. A
szintézisek befejezése utdn a peptideket TFA-s kozegben, megfeleld kationfogdk jelenlétében

hasitottam a gyantar6l, majd a nyers peptideket RP-HPLC-vel tisztitottam ¢és ESI-MS-sel

azonositottam.
PEPTID|: GE11 [POLIMER| : NH,PEG HZN—CHZ—CHZ—O+CHZCH20+CH3
GE11-G,4 n
D4 NH,-HbPG o.w”'
D4-G5 '\(OH
o\)\,o
”1N\): g‘o’\/\ow
'\( OH  OH
Ouy,

A) A peptid konjugéalasa a polimerhez: )
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o) 6 okv. DIPEA N
S A GFLG—PEPTID}-OH ——> P Ng? “NGFLG—{PEPTIDPOLINER|
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1 M MeONH_ HCI
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I
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30. abra A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok szintézise. (A) Az izopropilidén védett
aminooxiacetilezett peptidek konjugalasa a polimerrel; (B) Az izopropilidén véd6esoport eltavolitasa;
(C) A daunomicin konjugalasa oximkdtésen keresztiil.

A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok szintézisének 1épéseit a 30. dbra szemlélteti. A

tisztitott ¢s liofilizalt peptideket a C-terminalis karboxilcsoportjukon keresztiil oldatfazisban
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konjugaltam az amin-funkciés polimerekhez (amin-PEG vagy amin-HbPG). Az amidkotés
kialakitasahoz BOP kapcsoloszert, illetve HOBt és DIPEA reagenseket alkalmaztam (30. dbra A).
A reakcioelegyeket RP-HPLC-vel tisztitottam, majd a termékekrdl liofilizalas utdn az
izopropilidén védécsoportot metoxiamin 1 M-os puffer oldataval hasitottam (30. dbra B). EQy
ujabb HPLC-s tisztitast kovetden a szabad aminooxiacetilezett peptid-polimer konjugatumokat
tartalmazo frakciokat kozvetleniil, az oldat beparldsa utdn hasznéaltam a hatéanyag konjugalasahoz,
ahol a daunomicint ammonium-acetat pufferben oximkotésen keresztiil kapcsoltam (30. dbra C).
Végiil az elegyeket ismét RP-HPLC-vel tisztitottam és a termékeket ESI-MS-sel azonositottam
(11. tabldzat). Példaként a 31-es konjugatum tomegspektruma a 31. dbra lathatd. A spektrumban
talalhato mindegyik cstucs megfeleltetheté a Dau-peptid-polimer konjugatumnak. Az eltér6 tomegi
csticsok megjelenése a polimer molekulatomeg-eloszlasabol adodik, és az egymas melletti csticsok
kozotti kiillonbség a makromolekulat alkotd ismétlodd egység tomegébdl szarmaztathatdé (2+
esetében 74/2 = 37 Da). A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok analitikai HPLC
kromatogramjai és ESI-MS spektrumai a fiiggelék F41-F48. abrajan l1athatok.
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31. abra A Dau=Ao0a-GFLG-GE11-Gs-HbPG (31) tomegspektruma
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11. tablazat Az eldallitott hatoanyag-peptid-polimer konjugatumok (28-35) analitikai
jellemz6i és turbiditasa

Turbiditas

Kéd Konjugitum Ri/percd  MW.qe® (100-To6)°
28 Dau=Ao0a-GFLG-GE11-PEG 35,6 3563,4 4,2
29 Dau=Ao0a-GFLG-GE11-Gs-PEG 34,6 3632,4 3,3
30 Dau=Ao0a-GFLG-GE11-HbPG 32,4 3163,3 2,7
31 Dau=Ao0a-GFLG-GE11-Gs-HbPG 32,2 3447,3 2,1
32  Dau=Ao0a-GFLG-D4-PEG 38,9 2757,2 3,7
33  Dau=Ao0a-GFLG-D4-Gs-PEG 39,1 2954,0 3,5
34  Dau=Ao0a-GFLG-D4-HbPG 35,0 2382,2 2,2
35 Dau=Ao0a-GFLG-D4-Gs-HbPG 354 2666,9 2,9

2 Phenomenex Aeris PEPTIDE XB-C18 oszlop (5 um, 100 A; 250x4,6 mm); gradiens 0 perc 2% B,
5 perc 2% B, 50 perc 90% B

® Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus ioncsapda analizatoros ESI-MS; atlagos MW, az ESI-MS
spektrumok legintenzivebb csiucsabol meghatarozva

€100 uM, desztillalt viz:sejttenyészté médium (1:9, V/V) elegyben mérve

4.3.4 A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok oldhatésaganak vizsgalata

Az tjonnan elballitott daunomicin-peptid-polimer konjugatumok oldhatosagat turbidimetrias
mérésekkel vizsgaltuk. Ebben az esetben a konjugatumok mar jol oldodtak desztillalt vizben, ezért
a torzsoldatokat desztillalt vizben készitettiik (1 mM), majd az igy kapott oldatokat higitottuk
kozvetleniil a mérés el6tt szérum tartalmia RPMI-1640 médiummal (100 pM). A 630 nm-en végzett
mérések soran minden esetben csupan alacsony turbiditast tapasztaltunk (11. rabldzat), mely idével
sem valtozott. Ez aldtdmasztja a korabbi feltételezésiinket, miszerint a hidrofil polimerek jelentésen
megnovelik a konjugatumok oldhatosagat. A PEG tartalmt konjugatumok zavarossaga azonban

kis mértékben magasabb volt, mint a HoPG-alapu konjugatumoké.
4.3.5 A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok in vitro sejtbejutasanak vizsgalata

Feltételeztiik, hogy a HbPG az elagazo szerkezete és ezaltal kisebb flexibilitasa miatt kisebb

sztérikus arnyékolast jelent majd a receptorkdtddés és a sejtfelvétel soran, mint a PEG, hiszen a
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HbPG hidrodinamikai térfogata (Vh) kisebb, mint a hasonlé molekulatomegti PEG Vj értéke. Ezen
feltételezéslinket kiilonb6z4 in vitro biologiai vizsgalatok elvégzésével probaltuk igazolni.

A 28-35 konjugatumok in vitro sejtbejutasat HT-29 human vastagbél adenokarcindma sejteken
vizsgaltuk. A kezeléseket letapadt €és szuszpenzidban 1évo sejteken is elvégeztiikk. A sejteket a
aramlasi citométerrel vizsgaltuk. A letapadt €s a szuszpenzidban 1évo sejtek esetében is a sejtek
egy részEét a mérés elott tripszin-EDTA-val kezeltiik. A tripszin eltdvolitja a sejtek feliiletén, nem-
specifikusan a membranhoz k&tddott vegyiileteket, igy vizsgéalhaté a ténylegesen internalizalt
konjugatumok mennyisége. A tripszin-EDTA kezelés nélkiili mintak esetén a kapott fluoreszcencia
intenzitas értékek az internalizalodott és a sejt felszinén kotodott konjugatumok egylittesébol
adodik, mig membran-kotott konjugdtumok mennyiségére a tripszin-EDTA kezelt és kezeletlen
mintak kozotti fluoreszcencia intenzitas utal. Ahogy a 32. abra lathato, a konjugatumok nagy része
intracellularisan talalhato, illetve nem figyelheté meg szignifikans kiilonbség a szuszpenzidban
levo (32. abra A és B) és a letapadt (32. abra C és 32. abraD) sejtek internalizacioja kozott. Mindkét
csoportban (GE11 ¢és D4 tartalmii konjugatumok) egy-egy vegylilet mutatott kiemelkedd
sejtbejutast: a Dau=Aoa-GFLG-GE11-PEG (28) és a Dau=Aoa-GFLG-D4-Gs-HbPG (35), tovabba
egyedill a Dau=Aoa-GFLG-GE11-Gs-PEG (29) konjugatum esetén tapasztaltunk nagyon alacsony
sejtbejutasi érteket.

A pentaglicin spacer novelte a D4-HbPG-szarmazék (34 és 35) sejtfelvételét, hiszen
valosziniileg a megndvekedett tdvolsag a gdmbszerli, globularis HbPG és a nagyon rovid, hat
aminosavbol allo D4 peptidszekvencia kozott elGsegitette a receptorkotddést. A Gs spacer azonban
minden mas esetben csOkkentette a konjugatumok sejtbejutasat. A legjelentdsebb kiilonbséget a
GE11-PEG esetében (28 és 29) figyeltiik meg, ahol a Gs spacer teljes mértékben lecsokkentette az
internalizaciot. Ebben az esetben valdsziniileg a Gs spacer tovabb fokozta a PEG lanc flexibilitasat,

amely igy gatolhatta a GE11 peptid receptorkdtodését.
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32. abra A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok in vitro sejtfelvétele HT-29 sejteken 30 perc
inkubacios 1d6 utan. A sejtbejutast szuszpenzioban 1évé (A: GE11 és B: D4 tartalmu konjugatumok) és
letapadt (C: GE11 és D: D4 tartalmu konjugatumok) sejteken is vizsgaltuk.

Kivalasztottuk sejtbejutds szempontjabol az egyik legjobb konjugatumot, a Dau=Aoa-GFLG-

D4-Gs-HbPG-t (35), majd annak az id6fiiggo sejtfelvételét is megvizsgaltuk. A HT-29 sejteket 15,

30 vagy 60 percig kezeltiik a 35 konjugatummal, ezutan a szuszpenzidban 1évd, illetve a letapadt

sejteket tripszin-EDTA-val kezeltiik, végiil a sejteket aramlasi citometriaval vizsgaltuk. Ahogy a

33. dbra lathatd, a fluoreszcencia intenzitas mindkét koriilmény esetében az id6 elérehaladtaval

novekedett. A letapadt sejtek 15 perc elteltével kisebb mértékben vették fel a 35 konjugatumot,

mint a szuszpenziodban 1évd sejtek, azonban lathatd, hogy ez 30 perc utan mar nagyjabol azonos

mértékll. Egy 6ra utan pedig a konjugétum sejtbejutdsa a letapadt sejtek esetében mar meghaladja

a szuszpenzidban 1évo sejtekét.
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33. dbra A Dau=Ao0a-GFLG-D4-Gs-HbPG-t (35) idéfiiggé sejtbejutisa HT-29 sejteken.

4.3.6 A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok in vitro sejt viabilitasra gyakorolt

hatasa

Az elballitott daunomicin-peptid-polimer konjugatumok in vitro sejt életképességre gyakorolt
hatasat HT-29 sejteken xCELLigence késziilékkel vizsgaltuk. A sejteket a konjugadtumok
monitoroztuk. A 48 o6rds kezelés utan kapott normalizalt sejtindex értékeket a koncentracid
fliggvényében abrazoltuk (34. dbra), majd ezekb6l meghataroztuk az I1Cso értékeket (12. tdblazat).
Ebben az esetben is mindkét csoportban (GE11 és D4 tartalmu konjugatumok) egy-egy vegyiilet
mutatott kiemelkedd citotoxicitast: a Dau=Ao0a-GFLG-GE11-PEG (28) ¢és a Dau=Aoa-GFLG-D4-
Gs-HbPG (35), amely jol korrelalt az internalizacids vizsgalatokkal. Vizsgaltuk a kontroll
acetilezett peptidek (20, 24) sejt életképességre gyakorolt hatasat is, azonban ezek a hatdéanyag

nélkiili peptidek nem mutattak sem citotoxikus, sem citosztatikus hatast ezen koriilmények kozott.
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34. abra A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok in vitro citotoxikus hatasa HT-29 sejteken.
(A) GE11 tartalmu és (B) D4 tartalmu konjugatumok eredményei.

12. tablazat A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok szamitott 1Csq értékei, valamint a konjugatumok
kritikus aggregacios koncentracidja (cac), a nanorészecskék mérete (d) és polidiszperzitas indexe (PDI).

Kod Konjugatum ICso/pM  d/nm  PDI cac/ uM
28 Dau=Ao0a-GFLG-GE11-PEG 1,2 370,0 0,082 28,6 + 4.4
29  Dau=Ao0a-GFLG-GE11-Gs-PEG 9,1 1718 0,137 9,3+0,9
30 Dau=Ao0a-GFLG-GE11-HbPG 9,3 83,8 0,144 16,6 +1,6
31  Dau=Ao0a-GFLG-GE11-Gs-HbPG 6,0 52,3 0,092 20,2+2,9
32 Dau=Ao0a-GFLG-D4-PEG 51 189,3 0,130 16,1 £1,3
33  Dau=Ao0a-GFLG-D4-Gs-PEG 13,5 157,4 0,076 56,9 +3,2
34  Dau=Aoa-GFLG-D4-HbPG >50,0 76,5 0,057 6,4+12
35 Dau=Ao0a-GFLG-D4-Gs-HbPG 3,8 71,3 0,042 13,4+0,5

4.3.7 A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok amififil karakterének és aggregacios

tulajdonsaganak vizsgalata

Ahogy a 34. dbra is megfigyelhetd, néhany konjugatum még a legnagyobb koncentraciéban

sem pusztitotta el a sejtek nagy részét, ezekben az esetekben ,,telitési gorbét” (platot) lathatunk (pl.
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Dau=Ao0a-GFLG-D4-HbPG (34) és Dau=Aoa-GFLG-GE11-Gs-PEG (29)). Ezt a jelenséget a
peptid- és a polimer blokk eltérd tulajdonsagaival (pl. filicitas) értelmezhetjiik. Abban az esetben,
ha a konjugatumok micellaris tipusti aggregaciora hajlamosak, megvaltozhat a konjugatum
sejtbejutasanak hatékonysaga vagy a hatoanyag felszabaduldsa. Mivel a konjugatumok egy erésen
hidrofob GFLG spacer tartalmu peptidlancot €s egy erdsen hidrofil polimer blokkot tartalmaznak,
ebbdl adoddan a konjugatum amfifil karakterli, ezért a konjugadtumok egy kritikus aggregacios
koncentraci6 (cac) felett un. ,,0nszervez0dd” nanorészecskéket alkothatnak. Ez akadalyozhatja az
iranyit6 peptid hozzaférhetségét és a receptorkdtddést, illetve ezaltal a hatést is. Ezt a feltételezést
az oldhatosag mérési eredmények is megerdsitik, mivel az alacsony turbiditds értékek nanoméretii
aggregatumok, kolloidok képzddésre is utalhatnak. Ennek igazoldsara dinamikus fényszorodas
méréseket (DLS) végeztiink 100 uM-os konjugadtum koncentracidban. Az aggregatumok mérete
(d) és polidiszperzitas indexe (PDI) a 12. tdbldzat talalhato, mig a Dau=Aoa-GFLG-D4-Gs-HbPG
konjugatum (35) méreteloszlasi gorbéjét 35. dbra szemlélteti (a tobbi konjugdtum méreteloszlasi

gorbéje a fiiggelék FA9-F55. dbrajan 1athato).
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35. abra A Dau=Ao0a-GFLG-D4-Gs-HbPG konjugatum (35) DLS méreteloszlasa 100 uM
koncentracioban (balra), illetve a szort intenzitas értékek a koncentracio fliggvényében (jobbra)

Minden konjugatumnal nanoméretli aggregdtumok képzddését figyeltiik meg, melyek mérete
50-370 nm kozott valtozott. Az adatokbdl lathatd, hogy a PEG tartalmt konjugatumok mérete
nagyobb (155-370 nm), mint a HbPG-alapu konjugatumoké (50-85 nm). Ez magyarazhat6 a HbPG
kompakt elagazd szerkezetével, illetve a PEG-nél jelentdsen kisebb molaris hidrodinamikai
térfogataval. Tovabba lathato, hogy a pentaglicin spacer beépitése minden esetben csokkentette a

képz6dott nanorészecskék méretét. Valamint az is megfigyelhetd, hogy GE11-PEG konjugatumok
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mérete nagyobb, mint a megfeleld D4-PEG analogok mérete (pl. Dau=Aoa-GFLG-GE11-PEG
(28): 370 nm, Dau=Ao0a-GFLG-D4-PEG (32): 189 nm).

A nanorészecskék kialakuldsa igazolja, hogy a konjugatumok két része kozotti nagy filicitas
kiilonbség Onaggregaciét eredményez. Ez az aggregalodds azonban csak egy bizonyos
koncentracid (cac) felett térténik meg. Ez a koncentracio meghatarozhatdo DLS méréssel, ha a szort
fény intenzitasat vizsgaljuk egy széles koncentracidtartomanyban (0,5-500 pM). A Dau=Aoa-
GFLG-D4-Gs-HbPG konjugatum (35) esetében a 35. dbra mutatja a szort fény intenzitasat a
koncentraci6 fliggvényében &brazolva. Mint ahogy lathatd, az intenzitds alacsonyabb
koncentracioknal csaknem allando és linearisan novekszik egy adott koncentracié (a cac) felett. Ha
erre a két szakaszra egyenest illesztiink, akkor ezek metszéspontja megadja a cac értékét. A
konjugatumok igy meghatarozott cac értékeit a 12. tablazat tartalmazza (a tobbi konjugatum
intenzitds-koncentraci6 gorbéje a fliggelek F49-F55. dbrdjan 1athatd).

Ahogy az adatokbol lathatd, az Osszes konjugatum cac értéke a 6-60 puM koncentracio
tartomanyba esik. A HbPG-alapu konjugatumok esetében a Gs spacer az iranyitdé peptid és a
polimer kozott kismértékben noveli a cac-t, valdsziniileg a peptidek hidrofobitasdnak csokkentése
miatt. Tovabba a GE11-et tartalmazo konjugatumok cac értékei kissé magasabbak a D4 peptid-
alapt konjugatumok cac értékeinél. Ezt magyarazhatja a két peptid kozotti hidrofobitas kiilonbség,
hiszen a GE11 peptid hidrofilebb a D4 peptidnél.}’® A PEG-alapu konjugatumoknal azonban nem
fedezhetd fel ilyen egyértelmii tendencia. A GE11 peptid tartalma konjugatumoknal a Gs spacer
beépitése valoszinlileg ndveli a hidrofob peptid rész hozzaférhetdségét, ami alacsonyabb cac
értéket eredményez. A csupan hat aminosavbol allo D4 esetében a pentaglicin spacer azonban
valoszintileg jelentdsen csokkenti a peptid rész hidrofobitasat, ezaltal pedig noveli a cac értékét.

A kapott DLS eredmények nagyban hozzéjarulnak az in vitro biologiai mérések megértéshez is.
A GEI11 tartalmi konjugdtumok 0&sszehasonlitdsakor nagy kiilonbséget tapasztalhatunk a
sejtbejutas és a sejtviabilitasra gyakorolt hatas kozott. Noha a legnagyobb nanorészecske méretet
a Dau=A0a-GFLG-GE11-PEG (28) konjugatum esetében mértiik 100 uM koncentracioban (370
nm), ennek a konjugatumnak volt az egyik legalacsonyabb az ICso értéke (1,2 uM), a cac értéke
pedig 30 puM koriil taldlhatd. Ez utdbbi joval meghaladja a sejtbejutdsi mérésekhez hasznalt
koncentraciot (10 pM), vagyis a mérés sordn a konjugatum nem aggregalt formaban volt
megtalalhatd6. A Dau=Aoa-GFLG-GE11-Gs-PEG (29) konjugatum csak 170 nm méretli

nanorészecskéket alkotott, azonban a sejtfelvétele a vizsgéalatok sordn a legalacsonyabbnak
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bizonyult. S6t, bar az ICso 10 uM koriil volt, a normalizalt sejtindex valtozasa nem a klasszikus
szigmoid gorbét kovette, hanem a sejtviabilitas egy adott koncentracié f616tt nem csdkkent tovabb
a koncentracio novekedésével. Ebben az esetben a cac kicsivel 10 pM alatt volt, ezért a 10 uM
koncentracioban mért sejtbejutasi vizsgalatok soran valdsziniileg a konjugatum mar a kezeld
oldatban nanorészecske forméaban volt megtalalhato. Ekkor az iranyitd peptid a nanorészecskék
hidroféb magjat alkotja, ami gatolja az receptorkotddést és igy az internalizaciot, és ezaltal a
konjugatum toxikus hatdsénak elvesztését eredményezi.

A D4 tartalmi konjugatumok esetében az egyik HbPG-alapti konjugatum (34) in vitro
hatékonysdga volt a legrosszabb. Noha ennek a konjugdtumnak a sejtviabilitdsi gorbéje a
klasszikus szigmoid mintazatot koveti, az még a legmagasabb konjugatum koncentracional sem éri
el az 50%-ot. A 34 konjugatum rendelkezik a legkisebb cac értékkel (kb. 6 uM), azaz a kis méretii
aggregatumok (~76 nm) mar a kifejezetten alacsony koncentracidban kialakulnak, igy a
konjugatum sejtbejutasi képessége is csokken. Ez az érték (kb. 6 uM) egybeesik a sejtviabilitasi
gorbe telitési részével is, vagyis efolott a koncentracio folott a konjugatum nem képes nagyobb
mennyiségben bejutni a sejtekbe, igy a toxikus hatasa sem novekszik. Ezzel szemben a D4 tartalmt
konjugatumok koziil a Dau=Aoa-GFLG-D4-Gs-HbPG (35) rendelkezik a legalacsonyabb ICso
értekkel (3,8 pM), tovabba a D4 tartalmil konjugatumok koziil csak ez mutatott kiemelkedd
sejtfelvételt. Itt a Gs spacer csokkenti a D4 hidrofobitasat'’® és egyben ndveli az iranyitd peptid
hozzaférhetdségét is, mig a HbPG csupan kismértékli sztérikus gatlo hatast fejt ki, melyek

egylittesen jarulnak hozza a konjugatum eldnyds in vitro bioldgiai hatasahoz.
4.3.8 Rovid osszefoglalas

Doktori munkdam ezen részében EGF receptort célzd daunomicin-peptid konjugatumokat
allitottam eld, melyekhez az irodalombol ismert GE11 és D4 szekvencidkat hasznéltam. Mivel ezen
konjugatumok oldhatésaga nagyon alacsonynak bizonyult, az oldhatésag novelésére egy hidrofil
polimer molekula kapcsolasat valasztottam. A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok
szintézisé¢hez poli(etilénglikol) (PEG) és hiperelagazasos poliglicidol (HbPG) szadrmazékokat
hasznaltam és vizsgaltam azt is, hogy egy pentaglicin tavtarto beépitése a peptid és a polimer k6zé
hogyan befolyasolja a biologiai hatast. A turbiditas mérések alapjan egyértelmuien kijelentheto,
hogy a valasztott hidrofil polimerekkel vald konjugalds jelent6sen javitotta a konjugatumok

oldhatosagat. Ezutan az eléallitott daunomicin-peptid-polimer konjugatumok in vitro sejtfelvételét
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¢s sejtviabilitasra gyakorolt hatasat HT-29 human vastagbél adenokarcinoma sejteken vizsgaltuk,
majd a kapott eredmények értelmezéséhez dinamikus fényszorodas méréseket végeztiink. A DLS
vizsgalatok sordn meghataroztuk a keletkezett nanorészecskék méretét, illetve a konjugatumok
spacert tartalmazé HbPG-alapu konjugatum (35), mig a GE11 peptid esetében a spacer nélkiili
PEG-alapt konjugatum (28) bizonyult a leghatasosabbnak. Tovabba azt is lattuk, hogy PEG
alkalmazésa esetén a Gs spacer beépitése minden esetben csokkenti a bioldgiai hatékonysagot a
célzo peptid tipusatol fiiggetleniil. Osszességében elmondhatd, hogy az ilyen tipust hatdanyag-
peptid-polimer konjugatumok esetén a biologia hatas csak az 6nszervez6dé aggregacios viselkedés

ismeretében magyarazhato.
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4.4 Tuftsin-daunomicin konjugatumok tomegspektrometrias analizisének optimalizalasa

Tobbkomponensli biokonjugatumok szintézise altalaban egy tobblépcsds folyamat, mely soran
a tomegspektrometria kulcsfontossagii a kozti- ¢és végtermékek azonositasaban. Azonban
antraciklinek és antraciklin konjugatumok esetében a termékek tisztasagdnak meghatarozasa nem
egyszerl feladat a megszokottdl eltérd tomegspektrometrids viselkedés miatt, ahogy ezt korabban
a 4. dbra bemutattam. Korabbi megfigyeléseink azt mutattadk, hogy a tomegspektrométer
ionforrasaban bekovetkezd fragmentacio, vagyis a hatdanyag cukorvesztése szerkezetfiiggd ¢€s
bazikus oldallancot tartalmaz6 aminosavak (pl. lizin és arginin) jelenlétében fokozottabb. Ilyen
bazikus aminosavakat tartalmaz példdul a tuftsin, illetve a legtobb sejtpenetrald peptid
(oligoarginin, penetratin) is. Ezen peptidek daunomicin tartalmu konjugdtumainak MS vizsgalata
soran a spektrumban nagyrészt fragmens ionok lathatok, és az intakt protonalt molekulak csak Kkis
mennyiségben jelennek meg. Ezért az optimalis tomegspektrometrids koriilmények
meghatarozasara hat kiilonbozo, elagazo szerkezetli daunomicin-tuftsin konjugatumot allitottam
el6. Vizsgaltam, hogy a kiilonb6zd szerkezeti valtoztatasok, azaz a bazikus funkcidscsoportok
csokkentése, a hatdanyag szdma, illetve egy tavtarto jelenléte a hatdanyag és a peptid kozott hogyan
befolyasoljak a fragmentaciot. Tovabba vizsgaltam a tomegspektrometrias koriilmények, vagyis az

ionforras beéllitasainak €s az alkalmazott oldoszerek cukorvesztésre gyakorolt hatasat is.
4.4.1 Tuftsin-alapu biokonjugatumok szintézise

A TKPR szekvenciaji peptidek szintézisét Wang gyantan végeztem, mivel igy a peptidek
gyantardl vald hasitasa utdn a C-terminalison karboxilcsoport keletkezik, és igy az eldallitott tuftsin
szarmazékok megfelelnek a C-termindlis szabalynak (CendR) is.}4” Minden esetben eldallitottam
a monomer (TKPR, 36-38) és a dimer (TKPRTKPR, 39-41) szarmazékokat is, igy vizsgalni
tudtam, hogy a szerkezeti moddositasok hogyan befolyasoljak az egy és a két daunomicint
konjugécids pontot biztositanak a hatbanyag kapcsolasara.®! Az elé4llitott konjugatumok vazlatos
szerkezetét a 36. dbra mutatja be. Az N-terminalison szabad aminocsoportot tartalmazo
szarmazékok esetében utols6 aminosavként Boc-Thr(‘Bu)-OH hasznaltam. A formilezett
szarmazékok eldallitasa esetében az utolsd6 Fmoc-Csoport hasitdsa utdn a keletkezett szabad
aminocsoportot For-OTcp (hangyasav 2,4,6-triklorfenilészter) reagenssel formileztem. Az

elagazasok kialakitasara minden esetben Fmoc-Lys(Dde)-OH aminosavat épitettem be a
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szekvenciaba, melynek oldallanc véddcsoportjat a teljes peptidgerinc felépitése utan szelektiven
hasitottam. A Boc-védett aminooxiecetsavat (Boc-Aoa-OH) kdzvetleniil vagy egy GFLG tavtarton
keresztiil kapcsoltam a lizin e-aminocsoportjdhoz. A szintézisek befejezése utan a peptideket savas
kozegben, megfeleld kationfogok jelenlétében hasitottam a gyantardl, mely sordn az oldallanc
véddéesoportok is lehasadtak. A nyers peptideket RP-HPLC-vel tisztitottam, és ESI-MS-sel
azonositottam, majd a tiszta frakciokat kozvetleniil, az oldat beparldsa utdn hasznaltam a
hatéanyaggal valo reakciohoz.

A daunomicint enyhén savas koriilmények ko6zott ammonium-acetdt pufferben (pH 5,1),
oximkotéssel kapcsoltam a tisztitott aminooxiacetilezett peptidekhez. A reakcidelegyeket RP-
HPLC-vel tisztitottam, a termékeket (36. abra) ESI-MS-sel azonositottam, tisztasagukat pedig
analitikai RP-HPLC-vel ellendriztem (13. tdbldzat). A daunomicin-tuftsin konjugatumok analitikai
HPLC kromatogramjai a fiiggelék F56, F58, F60, F62, F64. és F66. dbrdjdn lathatok.
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36. abra Tuftsin-daunomicin konjugatumok sematikus szerkezete

NH,

13. tablazat Az eléallitott tuftsin-daunomicin konjugatumok analitikai jellemzdi

Kéd Konjugatum Rt/ percd  MWgzimote | MW e
36 H-TK(Dau=Aoa)PR-OH 19,8 1082,5/1082,4
37  For-TK(Dau=Aoa)PR-OH 20,4 1110,5/1110,4
38 H-TK(Dau=Aoa-GFLG)PR-OH 21,8 1456,7 / 1456,7
39  H-[TK(Dau=A0a)PR],-OH 191 2147,0/2147,1
40  For-[TK(Dau=A0a)PR],-OH 19,5 2175,0/ 2175,1
41  H-[TK(Dau=A0a-GFLG)PR]-OH = 22,2 2895.4 / 2895,3

8 Macherey-Nagel Nucleosil C18 oszlop (5 um, 100 A, 250 x 4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B,
5 perc 2% B, 30 perc 90% B
b Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus ioncsapda analizatoros ESI-MS
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4.4.2 A tuftsin-daunomicin konjugatumok ESI-MS vizsgalata az altalanosan alkalmazott

korillmények kozott

A tiszta tuftsin-daunomicin konjugatumokat ESI-MS-sel vizsgaltam az altalanosan alkalmazott
kortilmények (0,1% ecetsav / acetonitril:desztillalt viz (1:1, V/V)) k6zott. Minden esetben szamos
csucs jelent meg a spektrumokban, melyek koziil csupan a csucsok hozzavetdlegesen
40%-a tartozott a protonalt molekuldkhoz, a tobbi kiilonbozd, elsOsorban cukorvesztett
fragmensekhez tartozott (1d. a fiiggelék F57, F59, F61, F63, F65. és F67. dbrdai). Ez az érdekes
jelenség elég ritka peptidek és biokonjugatumok ESI-MS vizsgélata soran. A cukorvesztés
lejatszodhat a szintézis és tarolas,®’ illetve az ESI-MS mérés soran bekdvetkezd fragmentaciokor
is. Mivel mind a két esetben ugyanolyan m/z értéknél jelentkezik a bomlott termék, ezért
kozvetleniil nem lehet a két jelenséget megkiilonboztetni.

A cukorvesztés a 38 konjugatum szintézise soran valoban bekovetkezett, ahol a cukorvesztett
szarmazékot (42) izolalni is lehetett. Az igy elballitott konjugatumok (36-42) in vitro citosztatikus
hatasat (6 + 66 oras kezelés utan) korabban HL-60 human mieloid leukémia sejteken vizsgaltuk.
Ahogy a 14. tabldzat is lathatd, a cukorvesztett konjugatum teljesen elvesziti hatékonysagat, ezért
kiemelten fontos, hogy a szintézis soran bekovetkezé cukorvesztést, illetve a tomegspektrometrias
mérés soran bekovetkez6 fragmentaciot a mérés optimalizalasaval egyértelmien, kétségek nélkiil

meg tudjuk kiilonboztetni.

14. tablazat Tuftsin-daunomicin konjugatumok citosztatikus hatasa HL-60 sejteken

Kéd Konjugatum 1Cs0 / nM
36 H-TK(Dau=Aoa)PR-OH 15,65+0,5
37  For-TK(Dau=Ao0a)PR-OH 15,95+0,4
38  H-TK(Dau=A0a-GFLG)PR-OH 1,65+0,2
39 H-[TK(Dau=Aoa)PR].-OH 17,8+ 2,1
40  For-[TK(Dau=Ao0a)PR].-OH 18,1+£9,1
41  H-[TK(Dau=Ao0a-GFLG)PR]>-OH 1,58 0,1
42  H-TK(Dau=Ao0a-GFLG)PR-OH cukorvesztett > 100

A két daunomicint tartalmazo dimer szarmazékok esetén az Aaltalanosan alkalmazott

koriilmények kozotti ESI-MS mérés soran Kifejezetten komplex spektrumokat kaphatunk, hiszen
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ebben az esetben a két Dau glikozidos kotése egymastol fiiggetleniil hasadhat, igy a cukorvesztett
termékek kiilonféle kombinacidja is megjelenik (37. dbra). Ez pedig még tovabb neheziti a

konjugatumok egyértelmii szerkezetének meghatarozasat.
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37. abra Az 39 konjugatum ESI-MS spektruma az altalanosan alkalmazott koriilmények és ionforras
paraméterek mellett (136 V kapillaris kimeneti fesziiltség). (A kék korok a protonalt molekulat, a piros és
a sarga korok pedig az egy, illetve a két cukorvesztést jelolik.)

Korabbi megfigyeléseink alapjan a bazikus aminosavakat tartalmaz6 peptidek esetén a
konjugatumok fragmentacioja jelentdsebb. A tuftsin szarmazékok szamos bazikus protonalodasi
helyet tartalmaznak (N-terminalis aminocsoport, lizin és arginin oldallancai), ezaltal az ESI-MS
mérések soran szokatlanul sok t61tésii ionok keletkeznek. A pozitiv toltések ezekben a peptidekben
kozelségiik miatt erésen taszitjdk egymast, igy a fragmentaci6 akar egy normal, altalanos
koriilmények kozott végzett MS mérés soran is bekdvetkezhet. Ezt a jelenséget ,,tulzott
protonalodasnak” vagy ,,tulzott toltottségnek” neveztiik el.

Ahogy a spektrumok alapjan megallapithatd, a szabad N-terminalis eldsegiti a glikozidos kotés
hasadasat (1d. fiiggelék F56F57, F61, F63, F67. abra), mig azoknal a konjugatumoknal, ahol ez a
bazikus aminocsoport formilezett (37, 40), a cukorvesztés kisebb mértékii (1d. fiiggelék F59, F65.
abra). Ez egyértelmlien alatamasztja a fenti elméletet. Tovabba ez a jelenség elsdsorban a
monomer szarmazek esetén jelentds, ahogy a 41. dbra is lathatd. Ez azt bizonyitja, hogy a
konjugatumban jelenlévd bazikus karakterti funkcioscsoportok nagy mértékben befolyasoljak a
glikozidos kotés MS koriilmények kozotti stabilitdsat, és ezek szamanak csokkentése mérsékli a
cukorvesztés aranyat. Tovabba megallapithatd, hogy 6nmagaban a formilezés nem elegendd a

fragmentacio gatlasara, viszont jelentdsen csokkenti ezt a jelenséget.
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Ha a peptidgerinc és a Dau kozé egy semleges toltésit GFLG spacert épitettem be (38, 41),
vagyis a daunomicin cukorrésze tavolabb kertilt a peptid bazikus karakterti funkcidscsoportjaitol,
akkor az el6zdekhez hasonlo, vagyis kisebb mértékii fragmentaciot tapasztaltam (1d. fiiggelék F61,
F67. dbra). Ez a modositas csak kis mértékben képes csokkenteni a fragmentaciot (41. dbra),

valoszintileg a konjugatum flexibilis térszerkezete miatt.

4.4.3 A tuftsin-daunomicin konjugatumok ESI-MS vizsgalata a modositott koriilmények
kozott

A méréseim célja az egyszeriibb, csak protonalt molekuldkat tartalmazoé spektrum detektalasa
volt. Ezért a kisérleti koriilményeket, példaul a kapillaris Kimeneti fesziiltséget, valamint a mintak
ionizaladsdhoz hasznalt olddszerek Osszetételét tigy valasztottuk meg, hogy gatoljuk a glikozidos
kotés hasadasat.

Az alapértelmezett kapillaris kimeneti fesziiltség minden esetben nagymértékli fragmentaciot
eredményezett, vagyis a tomegspektrumok {6 cstcsai a fragmensionokhoz (MW - 1 cukor] és /
vagy [MW - 2 cukor]) tartoztak (37. dbra). A mérések soran a kapillaris kimeneti fesziiltséget
200 V-r6l fokozatosan 5 V-ra csokkentettem, és az eredmények azt mutattak, hogy a fesziiltség
csokkentése kis mértékben noveli az intakt protonalt molekuldk intenzitasat. Azonban a
fragmensionok tovabbra is dominansak maradtak a szabad N-terminalis aminocsoportot (36, 38,
39, 41) tartalmaz6 konjugatumok esetében (38. abra). A fesziiltség csokkentése az N-terminalison
formilezett konjugatumoknal (37, 40) jelentdsen mérsékelte a cukorvesztést, kiilondosen a két

cukoregység egyidejii hasadasat (40), ahogy azt a 41. dbra is mutatja.
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38. abra Az 39 konjugatum ESI-MS spektruma csokkentett kapillaris kimeneti fesziiltség (5 V)
alkalmazasaval. (A kék kor az intakt protonalt molekulat, a piros és a sarga korok pedig az egy, illetve a
két cukorvesztést jelolik.)

Vizsgaltam tovabba a kiilonboz6, savas, savmentes, illetve illékony puffer tartalma
oldoszerkeverékek ionizdciora gyakorolt hatdsat, mikozben a kapillaris fesziiltséget a
korabbiakban optimalizalt 5 V-on tartottam. Acetonitril-viz (1:1, V/V) keveréket, illetve
ammonium-hidrogén-karbonat (NH4HCO3, 50 mM, pH 7,8) vagy ammoénium-acetat (NHsOAC,
50 mM, pH 6,7) puffereket és acetonitrilt (1:1, V/V) tartalmazo oldatokat vizsgaltam. A savmentes
acetonitril-viz keverék jelentésen csokkentette a fragmensionok mennyiségét a 36, 37, 38 és 40
konjugatumok esetében. Az 39 és 41 konjugatumoknal a savmentes kdzeg nem tudta hatékonyan
gatolni a fragmentaciot, bar a koriilmények ilyen iranyu valtoztatasa jelentOsen visszaszoritotta az

egyidejlileg bekovetkez kétszeres cukorvesztést (39. dbra és 41. abra).
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39. abra Az 39 konjugatum ESI-MS spektruma savmentes olddszerelegyben (acetonitril-viz 1:1, V/V; 5V
kapillaris kimeneti fesziiltség) mérve. (A kék korok az intakt protonalt molekulakat, a piros és a sarga
korok pedig az egy, illetve a két cukorvesztést jeldlik.)

Az illékony pufferek hasznalata esetén az Osszes biokonjugatumnal az intakt protonalt
molekulak voltak dominansak a spektrumokban. Az NHsHCOs3 puffer (50 mM, pH 7,8) képes volt
hatékonyan visszaszoritani a fragmentaciot, az intakt protonalt molekulak mennyisége mar ~80%
volt, viszont alacsony intenzitast csucsok és zajos spektrum jellemezte ezeket a méréseket. Ezzel
szemben az NH4OAc pufferben (50 mM, pH 6,7) valdo mérés tisztabb spektrumot adott, és az intakt
molekuldk mennyisége is tobb, mint 95% volt (40. abra és 41. abra, illetve a fiiggelék F57, F59,
F61, F63, F65. és F67. abrai). Ezen eredmények alapjan elmondhatd, hogy a pH modositasaval,
illetve a protonalt molekuldk t6ltésszdmanak csokkentésével visszaszorithaté az elektrospray

ionizacio soran bekdvetkezd spontan fragmentacio.
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40. abra Az 39 konjugatum ESI-MS spektruma 50 mM NH4OAc pufferben (pH 6,7, acetonitrillel higitva
(1:1, V/V); 5 V kapillaris kimeneti fesziiltség) mérve. (A kék korok az intakt protonalt molekulakat
jelolik.)

444 Rovid osszefoglalas

A doktori munkdm ezen részében azt vizsgaltam, hogy tuftsin-daunomicin konjugatumok
esetében hogyan lehet visszaszoritani a tomegspektrometrias mérések soran az ionforrasban
bekovetkezd spontan glikozidos kotés hasadast, mivel ez nagy mértékben megneheziti az ilyen Dau
tartalmi konjugadtumok analizisét. Az altalanosan alkalmazott koriilmények kozott sokszoros
toltésti ionok keletkeznek, a pozitiv toltések taszitasa pedig elésegiti a cukorrész hasadasat, és
komplex, talnyomo részt fragmensionokat tartalmazo spektrumot adnak. Az ionizacio soran a H'-
ionok a molekula legbazikusabb pontjain lokalizalodnak, péld4ul a bazikus aminosavak (arginin,

lizin és hisztidin) a-aminocsoportjan vagy oldallancan. A kiilonb6zd protonalt formak populacidja

rrrrrrrrrr

crer
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41. abra Az intakt protonalt molekulak intenzitasa (%) a kiilonb6z6 szerkezetii tufsin-daunomicin
konjugatumok esetén kiilonbdz6 koriilmények kozott vizsgalva. A kapillaris kimeneti fesziiltség, az
oldoszerek dsszetétele €s a pH a mérések sordn szisztematikusan modositva.

Az alacsonyabb toltottségi allapot eléréséhez fokozatosan csokkentettem a kapillaris Kimeneti
fesziiltséget, illetve vizsgaltam az oldoszer ionizaciora gyakorolt hatasat is. Az eredmények azt
mutattak, hogy a legjobb mindségii spektrumokat alacsony kapillaris kimeneti fesziiltség (5 V) és
detektaltam a biokonjugatumok ESI-MS spektrumaban. Ugyanakkor azt is megfigyeltem, hogy
nem csak a tomegspektrométer beallitasai, hanem a tuftsin-daunomicin konjugatumok szerkezete
is nagy hatassal volt az ESI-MS spektrumokra. A bazikus karakterti funkcidéscsoportok csokkentése
(pl. az N-terminalis formilezése), vagy egy semleges toltésii linker (GFLG spacer) beépitése a Dau
¢s a peptidgerinc koz€ jelentdsen csokkentette a fragmentaciot. A szerkezeti valtoztatasok azonban
csak eldsegitették a fragmentacid csokkenését, a talzott protonalddast csak megfeleld
oldoszerekkel és tomegspektrometrids bedllitasokkal tudtam visszaszoritani. Ezzel sikeriilt azt is
bizonyitanom, hogy a cukor hasaddsa nem a tarolas (vagy szintézis) soran jatszodott le, hanem csak
a tomegspektrométer ionforrasban tortént fragmentacid okozta. Ezek az eredmények hasznosak
lehetnek az antraciklin tartalmt biokonjugatumok tomegspektrometrias elemzésében, a megfeleld

¢és konnyen értékelhetd spektrumok eldéllitasaban.
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5 Az alkalmazott modszerek

5.1 Peptidszintézis

Peptidek eldallitasanak két 6 lehetséges modja az oldatfazisu, melyet napjainkban egyre
ritkabban hasznélnak laboratoriumi koériilmények kozott, illetve a szilardfazisu peptidszintézis. Az
oldatfazisu szintézis nagy iddigénye és alacsony kitermelése miatt Merrifield az 1960-as évek
elején kidolgozott egy 1j eljarast, a szilardfazisu peptidszintézist (SPPS), a peptidek egyszeriibb,
gyorsabb és hatékonyabb eléallitasara.® Az SPPS technika esetén a peptid egy szilard, oldhatatlan
hordoz6hoz, gyantdhoz van kapcsolva, amig el nem késziil a megfeleld hosszusagu peptidlanc.
Merrifield ezen munkassagaért 1984-ben Nobel-dijat kapott (,,for his development of methodology
for chemical synthesis on a solid matrix”).18® A peptid felépitése, az oldatban végzett szintézishez
hasonloan, torténhet aminosavanként (stepwise), vagy a konvergens szintézis modszerével, amikor
is hosszabb, védett, vagy részlegesen védett peptidlancokat kapcsolnak Ossze a gyantan
fragmenskondenzacioval.!84

Merrifield tigy gondolta, hogy az alkalmas hordoz6 egy stabil, oldhatatlan polimer (gyanta)
lehet, amelyen funkcios csoportok taldlhatok. Ezeken a csoportokon keresztiil kapcsolodhat a
peptid C-terminalis fel6li els6 aminosava. Ezutan az atmeneti amino-véddécsoport hasitasat
kovetden, a kovetkez6 — megfelel6 modon védett, és aktivalt —aminosav-szarmazék peptidkotéssel
kapcsolhatd. Ezen egyszerii 1épések ismétlésével eldallithatd az eldre tervezett teljes peptidlanc. A
kész lancrol el kell tavolitani a véddcsoportokat, amit tobbnyire egy 1épésben végeznek a peptid
gyantarol valo hasitasaval, majd a megfeleld tisztitasi lépések utan megkapjuk a kivant peptidet.1®®

A gyanta feliiletén funkcios csoportok talalhatok, amikhez hozzakapcsolhat6 az els6 aminosav
karboxilcsoportja. Fontos, hogy a peptid — gyanta kotésnek a szintézis soran stabilnak kell lennie,
de a kész peptidlancot konnyen le kell tudni hasitani a gyantarol. A jo hordoz6 kémiailag inert és
mechanikailag stabil, az alkalmazott olddszerekben jol duzzad, hogy az épiilé peptidlanc a
reagensek szamara konnyen hozzéaférhetd legyen. Merrifield a modszer fejlesztése soran tobb
polimer hordozoét is alkalmazott (celluloz, polivinil-alkohol, ioncseréld gyantak). A vizsgaltak
koziil a legjobbnak a klor-metilezett sztirol — 1,4-divinilbenzol (1-2%) kopolimer bizonyult. Ez a
keresztkotéses gyanta pordzus szerkezetil, igy lehetvé teszi a gyanta atjarhatosagat a reagensek
szamara a polimer duzzaddsét el6idézé oldoszerek jelenlétében.'®18 Napjainkban mar tobbféle

gyanta is kereskedelmi forgalomban van, melyek kiilonb6zé funkcids csoportokat vagy

89



funkcionalizalt linkereket tartalmaznak. A szintézishez mindig a valasztott modszerrel
kompatibilis, megfelelé C-terminalis véget (karboxil vagy amid) eredményezd gyantat kell
valasztani.

Az SPPS elonye, hogy a reakcioelegy minden 1épés utan sziirhetd, igy az elreagalatlan anyagok
¢s a melléktermékek egyszertien eltavolithatok, mig a szilard gyanta és a hozza kovalens kotéssel
kapcsolt novekvd peptidlanc pedig a szirdn marad. Ezaltal az egész szintézis egyetlen
reakcidedényben — példaul egy fecskenddben — végezhetd. Az SPPS nem csak leegyszeriisiti,
hanem lényegesen gyorsitja is a szintézist, tovabba akar automatizalasra is lehetdséget biztosit.

A maddszer hatranya, hogy bér a felesleges reagensek konnyen eltavolithatok, a peptid izolalasa
¢s vizsgalata csak a gyantar6l vald hasitds utdn lehetséges. A hibas szekvencidk elkeriilése
érdekében a szintetikus Iépéseknek (kapcsolés, hasitds) kozel 100%-os konverziojunak kell
lenniiik. Ez az alkalmazott aminosav-szarmazékok és az aktivaldshoz sziikséges reagensek
gyantakapacitashoz viszonyitott 3-5 ekvivalensnyi mennyiségének hasznélataval valdsithatd meg,

azonban a nagy felesleg elkeriilhetetlenné teszi az oldallanc-funkcids csoportok védelmét.
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42. abra Fmoc-védett aminosav in situ kapcsolasa az épiil6 peptidlanchoz DIC és HOBt reagensekkel
Az aminosavak kapcsolasdhoz aktivald és kapcsolo reagenseket hasznalnak, melyek aktivaljak

az aminosav karboxilcsoportjat, elésegitve ezzel a peptidkotés létrejottét (42. dabra). A

reakcioelegyben igy az aminosav aktiv észtere keletkezik, amely in situ elreagal az épiild
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peptidlanc szabad aminocsoportjaval. 8”18 Az altalam végzett peptidszintézisek soran alkalmazott

aktivalo és kapcsolo reagenseket az 15. tablazat foglaltam Ossze.

15. tablazat A peptidszintézisek soran az altalam hasznalt aktivalo és kapcsolo reagensek

aktivalé reagensek

1-hidroxi-benztriazol

etil-2-ciano-2-(hidroxi-imino)-

acetat

N,N-diizopropil-karbodiimid

(benzotriazol-1-il-oxi)-
trisz(dimetilamino)-foszfonium

hexafluoro-foszfat

(benzotriazol-1-il-oxi)-
trisz(pirrolidino)-foszfonium

hexafluoro-foszfat

[(1-ciano-2-etoxi-2-
oxoetilidén)amino]-
oxitrisz(pirrolidino)-

foszfonium hexafluoro-foszfat

rovidités

HOBt

Oxyma Pure

DIC

BOP

PyBOP

PyOxim

képlet

N\
N

/
N

\
OH
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e Boc/Bzl stratégia: A mddszer soran az a-aminocsoportot terc-butiloxikarbonil-csoporttal, mig
az oldallanc funkcids csoportokat féleg benzil-tipust csoportokkal védik.
e Fmoc/'Bu stratégia: az o-aminocsoport védelmét 9-fluorenil-metiloxikarbonil-csoport, az

oldallancok funkcios csoportjait pedig féleg terc-butil-tipusu védécsoportokkal 1atjk el. '8

A Boc/Bzl stratégia alkalmas példaul konnyen aggregalédd peptidek szintézisére, mivel a
trifluor-ecetsavas hasitas soran az aggregatumok szétesnek, mig az Fmoc/'‘Bu modszer alkalmazasa
esetén a savakra érzékeny aminosavak (Trp, Met, Cys, Tyr) oxidacidja és alkilezddése elkeriilheto.
Ezek alapjan az alkalmazott stratégiat a szintetizalandd peptid szekvencidja hatdrozza meg, de
természetesen a rendelkezésre allo eszkozok (pl. HF késziilék) megléte vagy hidnya is
befolyasolhatja. Munkdm soran a peptidek eléallitasdhoz az Fmoc/'Bu stratégiat alkalmaztam.

Az o-aminocsoportot védo Fmoc-csoport savakkal szemben stabil, de bazisokra érzékeny.
Hasitasa altalaban 20 — 55 tf%-os piperidin/DMF oldattal torténik, ekkor dibenzofulvén keletkezik.
Ez az atmeneti termék igen reaktiv, de a piperidinnel stabil adduktot képez (43. dbra), igy
elkeriilhetd az érzékeny aminosavakon az alkilezési mellékreakciok. Kisérletek igazoltak, hogy 2%
piperidint és 2% 1,8-diazabiciklo[5.4.0]-undek-7-ént (DBU) tartalmazé DMF oldat gyorsan ¢és
hatékonyan lehasitja az atmeneti véddcsoportot. Ezzel a modszerrel térbeli gatlas esetén is sikeriil

a hasitas, illetve csokkenti az racemizacio valosziniiségét.'®
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43. abra Fmoc-véddcsoport hasitasa piperidinnel
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A hianyos szekvenciak elkeriilése érdekében a szintézis soran kovetni kell az egyes reakciok
sikerességét. Az elreagalatlan, szabad aminocsoportokat tartalmazd peptidek reagalnak
ninhidrinnel és jellegzetes kék szint mutatnak. Ez a Kaiser-teszt (44. dbra), mely soran a
gyantaszemekhez ninhidrin-, KCN- és fenol-oldatot adnak, majd 4-5 percen keresztiil 104 °C-on
tartjak. Ha az oldat szine nem valtozik, vagyis sarga marad, akkor az a szabad aminocsoportok
hianyat jelzi, tehat a kapcsolas (kozel) kvantitativan lejatszodott. Ha a gyantaszemek kékké valnak,
akkor Gjrakapcsoldsra, vagyis az aminosav-szdrmazek kapcsolasanak megismétlésére van sziikség.
A teszt nagyon érzékeny, méir 1% szabad aminocsoport jelenléte is intenziv kék szint ad.'®!

Azonban, Fmoc/'Bu stratégia esetén — az aminosav-szarmazéktol fiiggéen — néha csak barnas

szinez6dés figyelhetd meg.
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44, abra Szabad aminocsoport kimutatasa Kaiser-teszttel

A prolin egy szekunder aminocsoportot tartalmazo aminosav, mely szintén reagal ninhidrinnel,
de az oldat szine nem valtozik még szabad szekunder aminocsoport esetén sem, ezért izatint (2,3-
indolin-dion) is kell a reakcidelegyhez adni (45. dbra). Ekkor sikertelen kapcsolas esetén a

gyantaszemek voroses - sotétbarnds szintiek lesznek.1%
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45, abra Szabad szekunder aminocsoport reakcidja izatinnal

A teljes peptidlanc megépitése utan az allandé oldallanc véddécsoportokat a gyantarol valo
hasitas soran tavolitjak el. A hasitds 80 — 95%-o0s TFA oldattal torténik, a keletkezd reaktiv
karbokationok miatt pedig kationfogokat kell hasznalni. A terc-butil kation legjobb semlegesitdje
a viz, a tobbi oldallanc véddcsoport befogasara mas kationfogodkat, pl. TIS, tioanizol, etanditiol 1S

a hasitoelegyhez kell adni. Megfeleld gyanta (pl. 2-klortritil'®® vagy SASRIN'®* gyantak)
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alkalmazasa esetén védett peptidek is eldallithatok. Ezekr6l a gyantakrdl igen enyhe savas
kortiilmények kozott (ecetsav/diklormetan vagy hexafluoro-2-propanol/diklormetan elegyekkel) is
hasithato a peptid az alkalmazott véddcsoportok lehasadédsa nélkiil.

Szabad peptidek eléallitasara szamos polisztirol-1,4-divinilbenzol (1%) kopolimer-alapu gyanta
all rendelkezésre, melyeket kiilonféle linkerekkel modositottak a savérzékenység fokozasa
érdekében. A C-terminalison karboxil véget eredményez a Wang'®®, a SASRIN és a 2-klortritil
gyanta, mig amid végili peptidek elédllitisdhoz a Rink Amid tipust gyantik alkalmazhatok.'%
Ezeknek a gyantaknak a polietilénglikol-alapt valtozata is ismert (ChemMatrix tipust gyantdk®’),
melyek szamos eldny0s tulajdonsaggal rendelkeznek, mint a kitlind nyomasstabilitas és a kivalod
duzzadasi képesség, még vizes oldatban is. Altaldban alacsony a gyantakapacitasuk (0,2 — 0,6
mmol/g), igy alkalmasak aggregalodd vagy nehezen szintetizlhatd, hosszabb peptidek
eldallitasara, fragmenskondenzaciora, illetve gyantan torténd ciklizalasra is.

A peptideket a gyantarol valo hasitas és megfelelo tisztitasi 1épések utan oldatfazisu reakciokban
tovabb reagaltathatjuk ezaltal bonyolultabb szerkezetek és kiilonb6zé biokonjugatumok is

eléallithatok.

5.2 Az in vitro biolégiai vizsgalatok alapjai
5.2.1 Invitro sejt viabilitas vizsgalat

5.2.1.1 MTT-teszt

Az MTT-teszt az €16 sejtek mitokondrialis aktivitdsat mutatja ki és teszi kolorimetriasan
mérhetéové. Az MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélium bromid) egy vizoldhato
tetraz6lium so, amit a mitokondriumban talalhat6 dehidrogendz enzimek redukcioval egy formazan
szarmazékka (1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazanna) alakitanak (46. dbra). Ez a vizben
nem oldodo lila kristdlyos anyag DMSO-ban feloldva kolorimetridsan vizsgéalhat6, mennyisége

pedig aranyos az ¢l0 sejtek szamaval.
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46. abra Az MTT atalakulasa az ¢ sejt mitokondriumaban a dehidrogenaz enzim hatasara
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A citosztazis vagy citotoxicitas mértékét (%) az 540 nm-en mért abszorbancia értékek alapjan
(a 620 nm-en mért hattér értékével torténd korrekcid utan) a kovetkezd képlettel hatarozhatjuk

meg:

. (. . - - Akezelt sejtek
Citosztézis / citotoxicitas mértéke (%) = (1- —=—2<)-100,
kontroll sejtek

ahol Akezelt sejtek a kezelt sejtek, mig Axontroll sejtek @ kontroll sejtek esetében mért abszorbancia. Ha a
tesztet egy kémiai anyag esetén kiilonb6zd koncentracidkban elvégezziik, akkor a citosztazis /
citotoxicitds mértékét a koncentracid fiiggvényében éabrazolva a kapott gorbe segitségével
meghatdrozhato az a koncentracio érték, amely a sejtek felét gatolja az osztddasban (citosztazis)
vagy a sejtek felének pusztulasat okozza (citotoxicitas). Ez az érték az tin. ICsg. Minél kisebb ez az

érték, annal nagyobb a vizsgalt komponens citosztatikus vagy citotoxikus aktivitasa.

5.2.1.2 Impedimetrias vizsgalat
Az in vitro sejt viabilitas vizsgalatok kiilon jelz6 molekula hozzaadasat nem igényld, valds
1dében informaciot nyujto berendezéssel, az xCELLigence SP rendszerrel (Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, USA) is torténhetnek. Ez az eszkdz megteremti annak a lehetdségét, hogy valos
Egy 96 lyuki specialis lemez (E-Plate®) mélyedéseinek (well) aljan aranyelektrédok
talalhatoak, melyek a feliilet 70-80 %-at fedik le. Az elektrodokon bekdvetkezé impedancia
valtozast (valtakozo aramu ellenallast) regisztralja a miiszer, melyeket az RTCA 2.0 szoftver a

kovetkezd egyenlet szerint szamit at sejt indexre (CI):
__Zi—Zy

CI :
F
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ahol Zi a mérés egy adott id6 pillanataban mért impedancia érték, Zo a mérés megkezdésekor mért
impedancia érték, F pedig az alkalmazott frekvenciatol fiiggd konstans érték (ami az altalunk
végzett mérések soran Fiokn, = 15 volt).

Ahogy a sejtek kitapadnak és osztddnak, gy novekszik fokozatosan az arany elektrodokon az
impedancia értéke. Az apoptotikus vagy elpusztult sejt lekerekedik €s fragmentalodhat, igy az

impedancia érték csokken, ami a sejt index csokkenésben nyilvanul meg. Ez lathat6 a 47. dbra.

a sejtek a teljes elektrdd-

fellletet elfoglaljak kezels
plats ezel6anyag

\ / hozzaadasa

sejtosztodas T — N
lassu emelkedés / <

\
‘\’\ sejtpusztulas
\ csokkenés

i

sejt index (CI)

| sejtek kitapadasa
| gyors emelkedés

v

id6 / ora

47. abra Egy tipikus impedimetrias mérés

5.2.2 Invitro sejtbejutasi vizsgalat aramlasi citométerrel

Az éaramlasi citometria fluoreszcensen jelolt sejtek kiilonb6zo jellemzdinek (sejtszam, méret,
granulaltsag, fluoreszcencia intenzitds) egymas melletti vizsgalatat teszi lehetévé. A sejteket
szuszpenzid formdjaban mérjiik, melyek a gerjesztd lézer eldtt egyenként haladnak el. A fény a
sejteken szorodik, az eldre iranyuld fényszoras (FSC) a sejt méretérdl, mig az oldalra iranyulo
fényszoras (SSC) a granulaltsagrol ad informaciot. Ha jelen van olyan fluorofor, amelyet az adott
gerjeszté lézer képes gerjeszteni, akkor emisszid is végbemegy a fluoroforra jellemzd
hulldmhosszon.

Sejtbejutasi vizsgalatoknal minden esetben sziikség van egy fluoroforra, mely az én esetemben
maga a konjugalt hatéanyag, a daunomicin volt. Ennek a hatdéanyagnak a sajat fluoreszcenciaja
(tovabbi jelolés nélkiil) kozvetleniil felhasznalhato a mérésekben. A vizsgéalatok soran a detektalast
Aex =488 nm és Aem = 571 nm hullamhosszakon (FL2-csatorna) végeztiik. A kiértékeléshez a méret-
granulaltsag és a sejtszam-fluoreszcencia intenzitas grafikonokat hasznaltuk fel, amelyekre egy

példa a 48. abra lathato.
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48. abra Méret-granulaltsag €s a sejtszam-fluoreszcencia intenzitas grafikonok

A méret-granulaltsag grafikonon kapuzéssal elkiilonithetok az ¢él6 sejtek, igy informaciot

kaphatunk arrdl, hogy a kisérlet folyaman a konjugatumnak van-e citotoxikus hatdsa. A sejtszam-

fluoreszcencia intenzitas grafikonnal egy intenzitas kiiszobot allapitunk meg, mely a kontroll sejtek

esetén mért legnagyobb fluoreszcencia intenzitds. Az ennél a kiiszobértéknél magasabb intenzitas

értéket mutatd sejteket tekintjilk Dau pozitivnak. Ezéltal ebbdl a grafikonbol kinyerhetok a

tényleges sejtbejutasra vonatkoz6 informaciok, igymint a daunomicin pozitiv sejtek aranya és az

atlagos fluoreszcencia-intenzitas.
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6 Kisérleti rész

6.1 Felhasznalt anyagok

Minden felhasznalt aminosav-szarmazékot, a gyantakat (Fmoc-Rink Amid MBHA gyanta,
Wang gyanta), az N,N’-diizopropil-karbodiimidet (DIC) és a trifluorecetsavat az Iris Biotech
GmBH-t6] (Marktredwitz, Németorszag) szereztiik be. Az 1-hidroxi-benzotriazol hidratot (HOB),
Boc-aminooxiecetsavat (Boc-Aoa-OH), 4-dimetilamino-piridint (DMAP), triizopropilszilant
(TIS), diizopropil-etilamint (DIPEA), vajsav-anhidridet, hidrazin-hidratot és a protoporfirin IX-et
(PpIX) a Sigma Aldrich Kft-t61 (Budapest, Magyarorszag) vettiikk. Az aminooxiecetsavat (H-Aoa-
OH- 1/2HCI), O-metil-hidroxil-amin hidrokloridot és az 1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundek-7-ént (DBU)
a TCl Europe N.V.-t6l (Zwijndrecht, Belgium), a (benzotriazol-1-il-oxi)-trisz(pirrolidino)-
foszfonium hexafluoro-foszfat (PyBOP) ¢és a (benzotriazol-1-il-oxi)-trisz(dimetilamino)-
foszfonium hexafluoro-foszfat (BOP) a Bachem AG-t6l (Bubendorf, Svajc), az etil-2-ciano-2-
(hidroxi-imino)-acetat (Oxyma Pure) aktivalo reagenst a Novabiochem-t6l (Darmstadt,
Németorszag), mig a piperidint a Molar Chemicals Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztiik be.
A metoxi-poli(etilén glikol) amint (amin-PEG; MW: 1000) az Alfa Aesar / Thermo Fisher
Scientific-t6l (Ward Hill, MA, USA) vettiik.

A daunomicin hidroklorid az IVAX (Budapest, Magyarorszag), az [(1-ciano-2-etoxi-2-
oxoetilidén)amino]-oxitrisz(pirrolidino)-foszfonium hexafluoro-foszfat (PyOxim) pedig a
Luxembourg Bio Technologies (Ness Ziona, Izrael) ajandéka volt. Az amin-monofunkcios
hiperelagazésos poliglicidolt (HbPG; MW: 1230, PDI: 1,3) az egylittm{ikodd partner (TTK AKI)
biztositotta.1®3

A szintézis és tisztitas soran hasznalt oldoszereket (N,N-dimetil-formamid (DMF), diklérmetan
(DCM), metanol, etanol, dietil-éter, acetonitril, aceton, dioxan), illetve a pufferekhez felhasznalt
sokat (ammonium acetat, trisz-(hidroximetil)-amino-metan (Tris)) mind a VWR International Kft-
t6] (Debrecen, Magyarorszag) szereztiik be.

A hangyasav 2,4,6-triklorfenil-észtert (For-OTcp) hangyasav, triklorfenol és N,N’-diciklohexil-

crer

aminooxiecetsav és aceton reakcidjaval allitottam el6.1’®

A tomegspektrometrias mérések soran felhasznalt oldoszerek és sok (NH4OAc, NH4HCO3) a

Sigma Aldrich Kft-t61 (Budapest, Magyarorszag) keriiltek beszerzésre, ezek minden esetben
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analitikai vagy az elérhetd legmagasabb tisztasdgiiak voltak. A mintaeldkészitéshez minden

esetben kétszer desztillalt vizet hasznaltunk.

6.2 Peptidszintézis

A dolgozatomban szerepl6 peptideket manualisan, szilardfazisu peptidszintézissel allitottam el

az alabbi protokollt (16. tabldzat) kovetve.

16. tablazat Fmoc/'Bu stratégia 4ltaldnos protokollja
miivelet alkalmazott oldészerek és reagensek
Mosas DMF

2% piperidin, 2% DBU / DMF
Fmoc-csoport

vagy
hasitasa o
2% piperidin, 2% DBU, 0,1M HOBt / DMF
Mosas DMF
3 ekv. aminosav-szarmazék
Kapcsolas
+ 3 ekv. DIC + 3 ekv. HOBt / DMF
DMF
Mosas
DCM
) Ninhidrin oldat, KCN oldat, fenol oldat (izatin
Kaiser-teszt
oldat)

idotartam
3 x0,5-1 perc
2+2+5+ 10 perc

vagy
2+2+5+5+10+ 10 perc

8 x 0,5-1 perc
1 x 60 perc

3 x0,5-1 perc
3 x0,5-1 perc

1 x 3-5 perc

Az ettdl eltéré megoldasokat az adott peptid szintézisének leirdsanal kiilon jelolom.

A Kaiser-teszt esetén a gyantaszemekhez par csepp ninhidrin (2,5 g ninhidrin 50 ml absz. EtOH-
ban oldva), fenol (40 g fenol 10 ml absz. EtOH-ban oldva), és KCN (1 ml 0,01 M-o0s KCN oldat

50 ml piridinnel higitva) oldatot adtam — Pro utani aminosav sikeres kapcsolasanak ellendrzésére

izatint (3% izatin + 5% Boc-Phe-OH benzilalkoholban oldva) is tettem az elegybe.

99



6.3 Tisztitas és analizis

A peptideket és konjugatumokat KNAUER RP-HPLC rendszerrel (Knauer GmbH, Bad
Homburg, Németorszag; 2 db K120 tipusi pumpa, nagynyomasu keverdegység, K2501 tipusu
monokromatoros UV-detektor, adatgyiijtd egység) tisztitottam. A nyers peptidek €s a konjugalasi
reakciok tisztitasdhoz egy preparativ Phenomenex (Torrence, CA, USA) Luna C18 (10 um, 100 A,
250 x 21,2 mm) tipusu oszlopot, mig a konjugatumok végso tisztitdsahoz egy Phenomenex Luna
C18 (10 um, 100 A, 250 x 10,0 mm) vagy Phenomenex Jupiter C4 (10 um, 300 A, 250 x 10,0 mm)
oszlopot hasznaltam. A preparativ elvalasztasok soran 15 mL/perc, mig a szemipreparativ tisztitas
esetén 4 mL/perc aramlési sebességet hasznaltam. Az elvalasztashoz minden esetben a peptid vagy
konjugatum mindségétdl fiiggd gradiens eliiciot alkalmaztam, az UV detektalas A=220 nm vagy
A=280 nm hullamhosszon tortént, az anyag szerkezetétdl fiiggden.

Az alkalmazott eluensek: A eluens: 0,1% TFA/desztillalt viz

B eluens: 0,1% TFA/acetonitril + desztillalt viz (80:20, V/V) vagy
0,1% TFA/acetonitril

A tisztitott peptidek és konjugatumok analitikai vizsgalatahoz szintén egy KNAUER RP-HPLC
rendszert hasznaltam. Az analitikai kromatogramokat A=220 nm detektalasi hulldmhosszon,
1 mL/perc dramlési sebességgel vettem fel, és minden esetben gradiens eluciot (0 perc 2% B, 5
perc 2% B, 30 perc 90% B vagy 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 50 perc 90% B) ¢s a kordbban
bemutatott eluenseket hasznaltam. Az alkalmazott oszlopot az egyes anyagok analizis koriilményei

kozott tintettem fel.
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A tomegspektrometrias mérések egy részéhez elektrospray ionizaciés (ESI-MS) Bruker
Daltonics Esquire 3000 Plus (Bréma, Németorszag) tipusu ioncsapdas késziiléket hasznaltam. A
termékeket 0,1% ecetsavat tartalmazo acetonitril-viz (1:1, V/V) elegyében oldottam, majd a
spektrumokat folyamatos mintaadagolas mellett (10 pL/perc sebességgel) 50-2000 m/z
tartomanyban, pozitiv izemmodban vettem fel. A spektrumok kiértékelése a Bruker Compass
DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonic GmbH, Bréma, Németorszag) programmal tortént.

A tomegspektrometrias mérések masik részéhez elektrospray ionizacios Q Exactive Focus
hibrid kvadrupol-orbitrap tomegspektrométert (Thermo Fisher Scientific, Bréma, Németorszag)
hasznaltam. A mintakat 0,1% hangyasavat tartalmazo acetonitril-viz (1:1, V/V) elegyben oldottam,
majd a nagy felbontasu spektrumokat folyamatos mintaadagolas mellett (0,05 mL/perc) 200-1800
m/z tartomanyban, pozitiv iizemmodban vettem fel. Az adatokat az Xcalibur program (Thermo

Fisher Scientific, Bréma, Németorszag) segitségével elemeztem.
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6.4 Az iranyito peptidek vizsgialata GnRH-PpIX konjugatumokban
6.4.1 Exvivo GNRH-R vizsgalatok: immunhisztokémia szovettani mintakon

Osszesen 60, korabban nem kezelt fej-nyaki tumorral rendelkezd beteget vizsgéltunk, akiket
2012 és 2014 kozott a Semmelweis Egyetem Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinik4jan
szajgarat, gége és gégei garat karcinomaval diagnosztizaltak (17. tdbldzat). Minden beteg
beleegyezett a vizsgalatba, a vizsgalatokat a Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen végeztiik, és a

Semmelweis Egyetem etikai bizottsaga jovahagyta a kisérletek elvégzését (etikai engedély szam:
105/2014).

17. tablazat A betegek jellemz6i a diagnozis idopontjaban

Betegek szama

Osszes beteg szam 60
Nem
Férfi 51
No6 9
Kor (év)
Atlag 58.45 (41-77)
Lokalizacid
Szajgarat 19
Gége 24
Gégei garat 16
Nyelv 1
TNM! stadium
I 6
] 11
Il 15
VA 20
IVB 3
IvVC 5

1 TNM: tumor, csomo és metasztazis,

A 2 mm atmérdjli formalinban fixalt, paraffinba agyazott szovethengereket tartalmazo szoveti
microarray (TMA) blokkokat TMA Master (3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarorszag)

miszerrel készitettiik. Minden beteg esetén 3-5 szovethenger kiszlrdsa tortént parhuzamosan,

crer

értékelésekor mindig a legmagasabb csoportbeosztast vettiik figyelembe. Az elkésziilt blokkokbdl
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4 um vastag metszetek késziiltek, melyeket hematoxilin-eozinnal (H&E festék) és GnRH receptor
antitesttel (GNRHR Polyclonal Antibody, Proteintech, Manchester, UK) festettiink.%

Az immunhisztokémiai vizsgalatokat a TMA metszeten deparaffindlas és rehidratalas utdn
végeztiik el. A mintdkat Tris-EDTA pufferben (pH 9,0) 58 percen at forraltuk, majd a peroxidaz
aktivitast 3% H202 / metanol segitségével blokkoltuk (15 perc). Ezutan a mintdkat 15 percig 3%
BSA-t és Tween-20-at tartalmazé 0,1 M Tris-pufferben (pH 7,4) (TBST) aztattuk, majd 16 6ran
keresztiil a primer antitesttel (higitas: 1: 100), végiil pedig 40 percig HISTOLS-MR-T HRP polimer
reagenssel inkubaltuk. A mintdkat minden inkubalasi [épés utan 10 percig TBST oldattal mostuk.
A peroxidaz aktivitdst DAB Quanto (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
alkalmazaséaval, a sejtmagot pedig hematoxilin-eozin felhasznalasaval festettiik. A megfestett
lemezeket Pannoramic Scan késziilékkel (3DHISTECH Kft, Budapest, Magyarorszag)
digitalizaltuk. A szdvettani kiértékelést és az immunfestddés pontozasat két fliggetlen értékeld
készitette el a Pannoramic Viewer szoftver segitségével.

Harom fokozati pontozasi rendszert alkalmaztunk a GnRH-R fehérje expresszidjanak
kiértékelésére.19%2% Ennek soran a festett sejtek szazalékat megszoroztuk a festés intenzitasaval
(melyet négy osztalyba soroltunk: 1 — negativ; 2 — gyenge; 3 — kozepes; 4 — intenziv), ami igy 0 és
400 kozotti értéket eredményezett. A 0-200 kdzotti ponttal rendelkez6 mintakat alacsony, 201-300
kozott kozepes, mig 301-400 kozott intenziv fehérje expressziot mutatonak tekintettiik. A
statisztikai elemzéshez a pontszdmokat kiilonféle kiiszobértékek mentén dichotomizaltuk. A
legjobban reprodukélhat6 variaciot akkor kaptuk, ha az 1-es és 2-es csoportot egyiittesen alacsony
(tehat negativ), mig a 3-as csoportot magas (azaz pozitiv) fehérje expresszioval rendelkezének
tekintettiik.

A betegek adatainak statisztikai elemzését a Statistica 13 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA,
USA) program segitségével végeztilk. A diszkrét valtozok kozotti korrelaciok vizsgalatara
Pearson-féle x2-probat és a Fisher egzakt tesztet hasznaltuk. A tilélési analizisnél a Kaplan-Meier
becslést, illetve egy- €s tobbvaltozos regressziot alkalmaztunk. A p < 0,05 értékeket tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak. Az elemzés soran a daganat lokalizaciojat, méretét, a stadiumot, a

nyirokcsomo attétet, a tulélést és a progresszidt vettiik figyelembe.
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6.4.2 GnRH szarmazékok szintézise

A peptideket minden esetben Fmoc-Rink Amid MBHA gyantan (gyantakapacitas: 0,69 mmol/g
gyanta) szintetizaltam. Az Fmoc-csoport eltdvolitasahoz a 2% piperidin + 2% DBU / DMF hasit6
elegyet hasznaltam, az aminosavak kapcsoldsdhoz pedig DIC-et és HOBt-t (gyantakapacitasra
szamolt 3-3 ekvivalens) alkalmaztam. A peptideket a gyantarol 95% TFA, 2,5% TIS ¢és 2,5%
desztillalt viz elegyével hasitottam, a reakcioelegyeket 15 percig 0 °C-on, majd 1,5 6ran keresztiil
szobahOmeérsékleten kevertettem. A hasitas utan az elegyet tizszeres feleslegii 0 °C-ra hiitott éterbe
szlirtem, majd a kicsapodott peptideket 5 percig 4400 fordulat/perc sebességgel centrifugéltam
(Eppendorf 5702 centrifuga, Hamburg, Németorszag). Az étert dekantaltam, majd a kiiilepedett
terméket még kétszer, az eldzdekkel azonos mddon, hideg éterrel mostam. A nyers peptideket
acetonitril és desztillalt viz keverékében oldottam, majd liofilizaltam. A nyers peptideket RP-
HPLC segitségével tisztitottam, a termékeket tomegspektrometria segitségével azonositottam,
tisztasagukat pedig analitikai RP-HPLC-vel ellendriztem (Macherey-Nagel (Diiren, Németorszag)
Nucleosil C18 oszlop (5 um, 100 A, 250 x 4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 30 perc
90% B).

6.4.2.1 GNRH-I[®D-Lys] eléallitasa (1)

A hatos pozicioban D-lizinnel modositott GnRH-1 (SEHWSYKLRPG-NH;) analog
eldallitasahoz a kovetkezé aminosav-szarmazékokat hasznaltam: piroglutaminsav, Fmoc-His(Trt)-
OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Ser(‘Bu)-OH, Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH, Fmoc-lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH,
Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Pro-OH és Fmoc-Gly-OH. A szintézis befejezése utan a dekapeptidet

a fentebb leirt eljarassal hasitottam a gyantarol, majd tisztitottam és azonositottam.

6.4.2.2 GNRH-1[*Lys(Bu),’D-Lys] és GnRH-I1[*Lys(Bu),’D-Lys] eléallitasa (2 és 3)

A négyes helyzetben vajsavval moédositott lizint €s a hatos pozicioban D-lizint tartalmazé
GnRH-I (kEHWK(BU)YKLRPG-NH;) és GnRH-1l (<REHWK(BU)HKWYPG-NH,) anal6gokat az
el6z6ho6z hasonld mddon allitottam eld, azonban a szerin helyett Fmoc-Lys(Dde)-OH szarmazékot
épitettem be a szekvencidba. A peptidgerinc megépitése utan a Dde csoportot a gyantan szelektiven
2% N2H4-H20 / DMF eleggyel hasitottam (8 x 5 perc), majd vajsav-anhidriddel acileztem a lizin
g-aminocsoportjat DIPEA jelenlétében (3-3 ekv. a gyantakapacitasra szamolva) DMF olddszerben
(2 ora, szobahOmérséklet). Ezutan a peptideket hasitottam a gyantar6l, majd tisztitottam és

azonositottam.
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6.4.2.3 GnRH-111[*Lys(Bu),’Asp(OMe)] eléallitasa (4)

A négyes helyzetben Lys(Bu)-t és a hatos pozicidban aszparaginsav-metilésztert tartalmazo
GnRH-II (<KEHWK(Bu)HD(OMe)WKPG-NH;) szarmazék eldallitasa a tobbi GnRH analoggal
azonos modon tortént. Mivel a metil-észter véddcsoport bazikus koriilmények kozott nem stabil,
ezért a négyes pozicioba Fmoc-Lys(Mtt)-OH védett aminosavat épitettem be, tovabba az Fmoc-
Asp(OMe)-OH beépitése utan az Fmoc hasitoelegyet 2% piperidin + 2% DBU + 0,1 M HOBt /
DMF elegyre cseréltem. A peptidgerinc megépitése utan az Mtt véddcsoportot a gyantdn
szelektiven 2% TFA + 2% TIS / DCM eleggyel hasitottam (2 +2 + 5 + 10 + 30 perc), majd vajsav-
anhidriddel, a korabbiakban leirt modon acileztem a lizin g-aminocsoportjat. Ezutan a peptidet

hasitottam a gyantardl, majd tisztitottam és azonositottam.
6.4.3 Peptid-Protoporfirin IX konjugatumok eldallitasa (5-8)

A peptideket, a PplX-et és a PyBOP-ot (1:1:3 ekv.) DMF-ben feloldottam, majd az oldatokhoz
DIPEA-t (6 ekv.) adtam. A reakcioelegyeket 16 oran keresztiil, szobahdmérsékleten, fénytdl védett
koriilmények kozott kevertettem. A konjugatumokat preparativ RP-HPLC-vel eldtisztitottam, majd
a finomtisztitast szemipreparativ RP-HPLC-vel (C4 oszlop) végeztem. A tisztitas soran mindkét
esetben 0,1% TFA / acetonitril tartalmi B eluenst hasznaltam. A tiszta biokonjugatumokat
tomegspektrometria segitségével azonositottam, tisztasagukat pedig analitikai RP-HPLC-vel
ellendriztem (Macherey-Nagel (Diiren, Németorszag) Nucleosil C18 oszlop (5 um, 100 A, 250 x
4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 30 perc 90% B).

6.4.4 Receptorkotédési vizsgalat

A szintetizalt peptidek és konjugatumok receptorkotédési képességét 121-jelzett triptorelinnel
([**°1]-GnRH-1[®D-Trp]) valé direkt leszoritasos vizsgalat soran hataroztuk meg human agyalapi
mirigy és human prosztata tumorszdvet mintdkon. Az egészséges human agyalapi mirigy (eliilsd
lebeny) szovet boncolasbdl, mig a prosztata tumorszdvet mintdk sebészi beavatkozéds soran
eltavolitott szovetekbdl szdrmaznak. A mintagyjtést és azok felhasznalasat a Debreceni Egyetem
etikai bizottsaga engedélyezte a vizsgalatainkhoz.

A GnRH analogok és GnRH-PpIX konjugatumok GnRH-R-I-hez vald koétddési affinitasat in
vitro ligand kompeticios assay segitségével hataroztuk meg 2027273188201 A7 assay alapja a [12°1]-
[*D-Trp]-GnRH-I ligand specifikus kotddése a membran asszocialt GnRH receptorokhoz. Az 50-

160 pg fehérje tartalmi membran homogenizatumokat 60-80000 percenkénti belitésszamu (cpm)
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radioizotoposan jelzett [*2°1]-GnRH-1[®D-Trp] analoggal kezeltiik, majd a kotési helyekrdl a nem
radioaktiv peptidekkel/konjugatumokkal ndvekvé koncentracioban (1012-10° M) szoritottuk le. A
kisérletet kétszer ismételtiik meg, 150 uL. dssztérfogat kot pufferben. Az inkubacid utan 125 pL
szuszpenzidt 1 mL 1,5% BSA-t tartalmazé jéghideg kotd puffer felszinére pipettaztunk, majd a
mintakat centrifugaltuk (3 perc, 12.000x g, 4 °C). A feliiltszot eltavolitottuk, és a visszamaradd
pellet aktivitdsat gamma szadmlalé (Micromedic System, Huntsville, AL, USA) segitségével
mértiik. A fehérjekoncentraciot Bio-Rad protein assay kittel (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), a
kiértékelést pedig LIGAND-PC szamitogépes gorbe illesztési program segitségével végeztiik.

6.4.5 UV-Vis spektroszkopia

A peptidekbdl és konjugatumokbol 1% DMSO-t tartalmazo PBS:acetonitril (1:1, V/V) elegyben

Y

vettiik fel egy BioTek Synergy 2 Multi-Mode Reader segitségével (BioTek, Winooski, VT, USA).
6.4.6 Detroit-562 sejtek fenntartasa

A Detroit-562 human garat tumorsejteket az Amerikai Sejtkultira Gytjteménybdl (Manassas,
VA, USA) szereztiik be. A sejtek kulturaban tartdsa és ndvesztése 37 °C-on, 5% CO; atmoszféra
mellett 10% magzati borju szérumot (FBS) (Gibco®/Invitrogen Corporation, New York, NY,
USA), 1% natrium piruvatot és 1% MycoZap-et tartalmaz6 EMEM médiumban (mind Lonza
Group Ltd., Bazel, Svijc) tortént.

6.4.7 Konfokalis 1ézer scanning mikroszképia

A sejteket Ibidi® p-Slide 8 lyuka mikroszképos lemezre osztottuk (10% sejt / lyuk) 48 oraval a
kezelés elott. Kozvetleniil a kezelés el6tt a sejteket 10 percig 4%-0s paraformaldehid oldattal
fixaltuk, majd PBS-sel (Gibco®/Invitrogen Corporation, New York, NY, USA) mostuk. A sejtek
permeabilizalasa soran 0,1% (V/V) Triton X-100-t tartalmazé PBS oldatot hasznaltunk 10 percig.
Ezt a 1épést a membran GNRH-R vizsgalat esetén kihagytuk. Ezt kovetden a sejteket 30 percig 5%
BSA (Millipore Sigma, Burlington, MA, USA) tartalma PBS oldattal blokkoltuk. PBS-sel valo
mosast kovetden a sejteket egy orat hGnRH-I-R primer antitesttel (Proteintech™, Rosemont, IL,
USA) (higitas: 1:100), majd ujabb PBS oldattal val6 mosast kovetden egy orat Alexa Fluor 594
jelzett masodlagos antitesttel (Jackson ImmunoResearch Inc., Ely, UK) (higitas: 1:300) inkubaltuk
25 °C-on. A sejtekhez hozzdadtuk a Draqg5™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
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fluoreszcens festék PBS-es oldatat (10 uM, 10 perc), majd haromszor mostuk PBS-sel, végiil par
csepp feddmédiumot (Millipore Sigma, Burlington, MA, USA) adtunk a sejtekhez. A felvételeket
konfokalis 1ézermikroszkoppal készitettiik (Zeiss Confocal LSM 710, Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Németorszag; objektiv: Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27; rés: 1 AU; lézer hullamhossz:
543 nm 10,0%, 633 nm 4,0%; detektalasi hullamhossz: 602-631 nm, 676-758 nm). A felvételek
tovabbi feldolgozasa ZEN 2.5 szoftverrel (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Németorszag) tortént, az
abrak elkészitéséhez a CoreIDRAW Graphics Suite 2019 (Corel Corporation, Ottawa, Kanada)

szoftvercsomagot hasznaltuk.
6.4.8 Invitro sejt viabilitasi vizsgalatok

A sejteket 96 lyuku lemezre osztottuk (6-103 sejt / lyuk) 48 éraval a kezelés elétt. A peptidekbdl
¢s konjugatumokbol DMSO-ban (5 mM) torzsoldatot készitettiink, majd a sejtek kezelését mind a
peptidekkel (10 uM), mind a konjugatumokkal (0,025-10 uM) szérummentes EMEM médiumban,
kozvetlen fénytdl védve végeztiik. Minden higitasi pont esetén a DMSO végkoncentracidja 0,2%
(V/V) volt, a kontroll sejteket pedig 0,2% DMSO-t tartalmaz6 médiummal kezeltiik. Az 1, 3 vagy
5 oras kezelés utan a sejtekrdl a kezeldszert eltavolitottuk, a sejteket médiummal mostuk, majd
szérumot, valamint antibiotikumot tartalmaz6 EMEM médiumot adtunk hozzajuk. Kozvetleniil
ezutan egy Oriel tipusti 250 W-os kvarc volfrdm halogén lampéaval (Newport Corporation, CA,
USA) 0, 2, 10 vagy 30 percig torténd besugarzas utdn tovabbi 72 6ran keresztiil inkubaltuk. Végiil
MTT teszt (Sigma Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag) segitségével értékeltiik ki a vegytiletek
sejt-¢letképességre gyakorolt hatasat. A kezeléseket harom parhuzamos mérésben végeztik és
kétszer ismételtiik meg.

Az in vitro sejt viabilitasi adatok statisztikai kiértékelését t-probaval, a GraphPad Prism 8.2.0
program (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) segitségével végeztilk. A statisztikai
szignifikanciat a Holm-Sidak modszer szerint hataroztuk meg, * p < 0,05; ** p < 0,01;

*% 1) < 0,001
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konjugatumokban
6.5.1 Angiopep-2 szarmazékok szintézise

Az Angiopep-2 szarmazékokat Wang gyantan (gyantakapacitas: 0,45 mmol/g gyanta)
szintetizaltam Fmoc/'Bu stratégiat alkalmazva. Az els6 aminosav (Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH; 2
ekvivalens a gyantakapacitasra nézve) felkapcsolasat 2 oran keresztiill DIC kapcsoléreagenssel
DMAP (2:0,2 ekv.) jelenlétében végeztem. A tobbi aminosav kapcsolasahoz DIC-et ¢s HOBt-t
(gyantakapacitasra szamolt 3-3 ekvivalens) alkalmaztam, a kapcsolasi id6 ezekben az esetekben
mar egy ora volt. Az Fmoc-csoport eltavolitasahoz 2% piperidin + 2% DBU / DMF hasit6 elegyet
hasznéltam, majd ezt a masodik aszparagin (*?Asn) felkapcsolasa utan 2% piperidin + 2% DBU +
0,1 M HOBt / DMF elegyre cseréltem.

A 9-16 konjugatumok eléallitasahoz a peptidek szintézise gyantaosztasos technikaval tortént.
Az 6tddik aminosavként felkapcsolt lizin (*°Lys) esetén a szelektiven hasithatd oldallanc
védécsoportot tartalmazé Fmoc-Lys(Mtt)-OH-t hasznaltam. A kilencedik aminosav (*!Arg)
felkapcsolasa utan a gyantat két részre osztottam (1:1 aranyban), és az egyik feléhez (9-11, 13)
Fmoc-Lys(Boc)-OH-t, mig a masik feléhez (12, 14-16) Fmoc-Lys(Dde)-OH-t kapcsoltam. Ezutan
a két gyantat parhuzamosan épitettem az utolsoeldtti aminosavig. A tizennyolcadik aminosav
(°Phe) beépitése utdn a gyantakat ismét ketté osztottam (1:1 aranyban), és az N-terminalison szabad
aminocsoportot tartalmazé szekvencidk esetén (9, 10, 12, 14) Boc-Thr('‘Bu)-OH-t, mig a tobbi
esetben (11, 13, 15, 16) Fmoc-Thr(*Bu)-OH aminosav-szarmazékot kapcsoltam a peptidlanchoz. A
peptidgerinc felépitése utan a megfeleld N-terminalis és/vagy lizin oldallanc véddcsoportokat
szelektiven hasitottam. Az Fmoc véddcsoportot az addig alkalmazott 2% piperidin + 2% DBU +
0,1 M HOBt / DMF eleggyel, a Dde véddcsoportot 2% N2H4-H2O / DMF eleggyel (8 x 5 perc),
mig az Mtt véddcsoportot 1% TFA / DCM eleggyel (10 x 2 perc + 10 x 5 perc + 2 x 10 perc)
tavolitottam el. Ezutan a Boc-védett aminooxiecetsavat (Boc-Aoa-OH) PyBOP kapcsoldszerrel,
Oxyma Pure és DIPEA jelenlétében (szabad aminocsoportra szamolt 5:5:5:10 ekv.) kapcsoltam. A
peptideket a gyantarol 95% TFA, 2,5% TIS és 2,5% desztillalt viz elegyével 10 ekvivalens szabad
aminooxiecetsav jelenlétében hasitottam, mely soran a reakcidelegyeket 15 percig 0 °C-on, majd
1,5 oran keresztiil szobahdmérsékleten kevertettem. A hasitas utan az elegyet tizszeres feleslegii 0

°C-ra hiitott éterbe szlirtem, majd a kicsapddott peptideket 5 percig 4400 fordulat/perc sebességgel
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centrifugaltam (Eppendorf 5702 centrifuga, Hamburg, Németorszag). Az étert dekantaltam, majd
a kiiilepedett terméket még kétszer, az fentebb leirtakkal azonos méddon, hideg éterrel mostam. A
nyers peptideket acetonitril és desztillalt viz keverékében oldottam, majd liofilizaltam. A nyers
peptideket RP-HPLC segitségével tisztitottam, a termékeket tomegspektrometria segitségével
azonositottam, tisztasagukat pedig analitikai RP-HPLC-vel ellendriztem (Macherey-Nagel (Diiren,
Németorszag) Nucleosil C18 oszlop (5 um, 100 A, 250 x 4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc
2% B, 30 perc 90% B).

A 13-16 konjugatumok eldallitasahoz sziikséges peptidek szintézise soran az Mtt és Dde
véddcsoportok hasitasa szamos mellékterméket eredményezett, melyek tisztitdsa soran elvalasztési
problémat tapasztaltam elsdsorban a kiilonb6zé szdmu hatéanyagot tartalmazd konjugatumok
egyiitt elualodasa miatt (1d. 6. tdbldzat). Ezért ezeknek a peptideknek a szintézisét egyenként kiilon
megismételtem, mely soran a tizendtds pozicidban 1évé lizin esetében a kordbban alkalmazott
Fmoc-Lys(Mtt)-OH helyett Fmoc-Lys(Boc)-OH (15) vagy Fmoc-Lys(Dde)-OH (13, 14, 16)
aminosavakat hasznaltam. A szintézis tobbi része a korabbiakkal megegyezd modon végeztem. A
valtoztatasok utan a kivant tiszta szdrmazékok eldallitasa sikeres volt.

A 17-19 konjugatumokhoz tartozo peptidek szintézise az elézéekhez hasonlé mddon tortént,
azonban itt minden esetben a °Lys pozicioba Fmoc-Lys(Boc)-OH-t, a 1°Lys pozicioba Fmoc-
Lys(Dde)-OH aminosavat, mig az ' Thr poziciéba Boc-Thr(‘Bu)-OH-t kapcsoltam. A peptidgerinc
felépitése utan a Dde oldallanc véddcsoportot lehasitottam (2% N2Hs-H2O / DMF elegy; 8 x 5
perc), €s az g-aminocsoporthoz kapcsolodo elsé Fmoc-aminosavat PyOxim kapcsoloszerrel DIPEA
jelenlétében (5:5:10 ekv.) kapcsoltam. Az oldallancokat Fmoc technikaval épitettem meg, majd
utolséd egységként Boc-Aoa-OH-t kapcsoltam minden szarmazékhoz. A peptidek gyantardl valo

hasitasa és feldolgozasa a korabbiakban ismertetett modon tortént.
6.5.2 Angiopep-2-daunomicin konjugatumok eléallitasa (10-19)

A tiszta peptidet tartalmazdé HPLC frakciot kozvetlentil, liofilizalas nélkiil hasznaltam fel a
daunomicinhez val6 konjugédlasdhoz. Ehhez az oldoszert rotacidos vakuumbeparldval
koncentraltam, az Aoa-csoportokra szdmolva 1,5 ekvivalens daunomicin-HCI-t adtam hozz4, majd
ammonium-acetat pufferben (0,2 M, pH 5,1; 10 mg/mL peptid koncentracio) oldottam. A
reakcidkat szobahdémérsékleten 5-16 oran keresztiill kevertettem, majd az igy kapott

konjugatumokat RP-HPLC-vel tisztitottam. A termékeket tomegspektrometria segitségével
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azonositottam, tisztasagukat pedig analitikai RP-HPLC-vel ellendriztem (Macherey-Nagel (Diiren,
Németorszag) Nucleosil C18 oszlop (5 um, 100 A, 250 x 4,6 mm) vagy HiChrom (Lutterworth,
UK) Vydac C4 oszlop (5 pm, 300 A, 250 x 4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 30 perc
90% B).

6.5.3 UB87 sejtek fenntartasa

Az U87 human glioblastoma sejtek tenyésztése 37 °C-on, 5% CO»-ot tartalmazé atmoszféraban,
10% magzati borjii szérumot (FBS), 2 mM L-glutamint, 50 pg/mL penicillin/streptomycint
tartalmazé RPMI-1640 médiumban (mind Lonza Group Ltd., Bazel, Svéjc) tortént.

6.5.4 Invitro sejt viabilitasi vizsgalatok

A sejteket a kezelést megel6z6 napon 96 lyuku lemezre (Sarstedt, Niimbrecht, Németorszag)
osztottuk komplett médiumban (5-10° sejt / lyuk). Az eldallitott hatéanyagot nem tartalmazo
peptidbdl (9) és a konjugatumokbol (10-19) 1% (V/V) DMSO tartalmt szérummentes médiumban
torzsoldatot készitettiink (100 uM), majd a sejteket 24 oran keresztiil kezeltiik a vegytiletekkel
(0,05-50 uM). A kontroll sejteket 1% (V/V) DMSO-t tartalmazd szérummentes médiummal
kezeltiik. Az inkubécios i1d6 lejarta utan a sejtekrdl eltavolitottuk a kezeld oldatot, minden lyukat
kétszer szérummentes médiummal mostunk, majd szérum tartalm@t RPMI-1640 médium
hozzaadasa utan a sejteket tovabbi 48 oran keresztiil inkubaltuk. Ezt kovetéen MTT-teszttel
értékeltiik ki a vegyiiletek sejt viabilitasra gyakorolt hatdsat, mely sordn az abszorbanciat egy
ELISAreader (Labsystems MS Reader, Finnorszag) segitségével hataroztuk meg. Az ebbdl szdmolt
értékeket a koncentracio fiiggvényében OriginPro8 program (OriginLab Co., Northampton, MA,
USA) segitségével abrazoltunk, majd a pontokra szigmoid gorbét illesztettiink. Az illesztett gorbe
y = 50% értéke kozvetleniil megadja az 1Csp értéket. A kezeléseket négy parhuzamos mérésben

végeztiik és legalabb kétszer megismételtiik.
6.5.5 Invitro sejtbejutasi vizsgalatok

A sejteket a kezelést megeldz6 napon 24 lyuku lemezre osztottuk (5-10* sejt / Iyuk). A
konjugatumokbol (10-19) 1% (V/V) DMSO tartalmi szérummentes médiumban tdrzsoldatot

crer

kezeltiik. A kontroll sejtek kezelése szérummentes médiummal tortént. Ezutan a kezeld oldatot

eltavolitottuk és a sejteket HPMI oldattal (pH=7,4) mostuk. A sejteket 10 percig 37 °C-on tripszin
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oldattal inkubaltuk, majd az enzimet 10% FBS-t tartalmaz6 HPMI oldattal inaktivaltuk. A lyukak
tartalmat FACS-csovekbe pipettaztuk, a sejteket centrifugaltuk (5 perc, 1000 fordulat/perc), majd
eltavolitottuk a feliiliszot és a sejteket friss HPMI oldatban szuszpendaltuk. A konjugatumok
sejtbejutasanak mértékét egy BD LSR II aramlési citométerrel (BD Bioscience, San Jose, CA,
USA) vizsgaltuk, ¢s FACSDiva szoftvert (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) hasznaltunk a
kiértékeléshez. A kezeléseket két parhuzamos mérésben végeztik ¢és legalabb kétszer

megismételtiik.
6.5.6 Stabilitas vizsgalat patkany maj lizoszoma preparatumban

A konjugatumokbdl desztillalt vizben 2,5 pg/uL tdménységl térzsoldatot készitettem, majd ezt
0,2 M natrium acetat pufferrel (pH = 5,03) szdzszorosara higitottam (25 pg/uL). A patkany m4j
lizoszéma preparatumot (16,6 pg/ul) ugyanezzel a pufferrel hiisszorosara higitottam, majd a két
oldatot 1:1 (fehérje:peptid, m/m) aranyban elegyitettem. Minden esetben kontroll méréseket is
végeztem, ekkor a lizoszoma preparatum helyett puffert adtam az elegyhez. Az oldatokat 37 °C-
on, 600 rpm kevertetés mellett fiithetd razotermosztatban (ThermoMixer, Eppendorf AG,
Hamburg, Németorszag) inkubaltam, majd 5 perc, 1, 6, 24 és 72 ora elteltével 50 pL térfogata
mintakat vettem. A kivett mintdkhoz 5 plL hangyasavat adtam, mely leéllitotta a degradéacids
reakciot, és a mintdkat az analizisig fagyasztva taroltam.

A mintak HPLC-MS vizsgalatat egy Dionex 3000 HPLC - Q Exactive Focus hibrid kvadrupol-
orbitrap tomegspektrométerrel (Thermo Fisher Scientific, Bréma, Németorszag) végeztem. Az
elvalasztashoz Supelco (Merck, Darmstadt, Németorszag) Ascentis C18 oszlopot (3 um, 100 A,
150 x 2,1 mm) és gradiens eluciot (0 perc 2% B, 1 perc 2% B, 17 perc 90% B; A eluens: 0,1%
hangyasav/desztillalt viz, B eluens: 0,1% hangyasav/acetonitril + desztillalt viz (80:20, V/V), 0,2
mL/perc dramlasi sebesség, 40 °C) hasznaltam, és a nagy felbontast tdmegspektrumokat 200-1800
m/z tartomanyban vettem fel. Az adatokat az Xcalibur program (Thermo Fisher Scientific, Bréma,

Németorszag) segitségével elemeztem.

111



6.6 EGFR célz6 hatéanyag-peptid konjugitumok oldhatéosag novelése hidrofil

polimerekkel
6.6.1 EGFR iranyito peptidek szintézise

A GEl1 és D4 peptideket szilardfazisu peptidszintézissel manualisan Fmoc/'Bu stratégiat
alkalmazva szintetizaltam. Az Fmoc-csoport eltavolitasdhoz 2% piperidin + 2% DBU / DMF hasit6
elegyet, az Fmoc-aminosav-szarmazékok kapcsolasahoz DIC-et és HOBt-t (gyantakapacitasra

szamolt 3-3 ekvivalens) hasznaltam.

6.6.1.1 Peptidek szintézise a hatéanyag-peptid konjugatumokhoz

A peptidek szintézisét Fmoc-Rink Amid MBHA gyantan (gyantakapacitas: 0,63 mmol/g
gyanta) végeztem. A peptidgerinc megépitése utan a kontroll peptideket (20 és 24) acetilezést
kovetden hasitottam a gyantarol. A tobbi peptid esetében (21-23 és 25-27) egy Boc-Aoa-OH-t
kozvetleniil a peptidek N-terminalisahoz, vagy az N-terminalison felépitett enzim-labilis spacerhez
(GFLG vagy YRRL) kapcsoltam, majd az igy kapott peptideket is hasitottam a gyantarol. A
hasitashoz 95% TFA, 2,5% TIS és 2,5% desztillalt viz elegyet hasznéltam, illetve az
aminooxiecetsavat tartalmazo6 szarmazékok esetében 10 ekvivalens szabad Aoa-1/2HCI-t is adtam
a hasitdé elegyhez a nem kivant oxim melléktermékek keletkezésének elkeriilésére. A
reakcioelegyeket 15 percig 0 °C-on, majd 1,5 6rdn keresztiil szobahOmérsékleten kevertettem. A
hasitas utdn az elegyeket tizszeres feleslegli 0 °C-ra hiitott éterbe sziirtem, majd a kicsapddott
peptideket 5 percig 4400 fordulat/perc sebességgel centrifugaltam (Eppendorf 5702 centrifuga,
Hamburg, Németorszag). Az étert dekantaltam, majd a kililepedett terméket még kétszer, az
el6zdekkel azonos modon, hideg éterrel mostam. A nyers peptideket acetonitril és desztillalt viz
keverékében oldottam, majd liofilizdltam. A peptideket RP-HPLC segitségével tisztitottam és
tomegspektrometria segitségével azonositottam. Az acetilezett peptidek tisztasagat analitikai RP-
HPLC-vel ellendriztem (Phenomenex (Torrence, CA, USA) Aeris PEPTIDE XB-C18 oszlop (5
pum, 100 A; 250%x4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 50 perc 90% B). A tiszta
aminooxiacetilezett peptideket liofilizalas nélkiill kozvetleniil hasznédltam a daunomicin

konjugaciohoz.

6.6.1.2 Peptidek szintézise a hatéanyag-peptid-polimer konjugatumokhoz
A GFLG spacert tartalmazo6 peptideket Wang gyantan (gyantakapacitas: 0,6 mmol/g gyanta)

szintetizaltam. Az els6 aminosav felkapcsolasat DIC kapcsoloreagenssel DMAP  (a
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gyantakapacitasra szamolt 2:2:0,2 ekv.) jelenlétében végeztem 3 6ran keresztiil. A peptidgerinc
megépitése utan az N-terminalishoz egy izopropilidén védett aminooxiecetsavat (ipd=Aoa)'’®
kapcsoltam, majd a peptideket a gyantardl 95% TFA, 2,5% TIS és 2,5% desztillalt viz eleggyel

hasitottam. A nyers peptidek feldolgozasa az el6z6 pontban ismertetett modon tortént.
6.6.2 Peptid-polimer konjugatumok eléallitasa

A polimert (amin-PEG vagy amin-HbPG%), a peptidet, valamint a szamitott mennyiségi BOP
¢s HOBt reagenseket (1:1,1:3:3 ekv.) DMF-ben feloldottam, majd a teljes oldodast kdvetden 6
ekvivalens DIPEA-t adtam a reakcidelegyhez, és az oldatokat 16 oran at szobahOmérsékleten
kevertettem. A konjugatumokat RP-HPLC-vel tisztitottam, majd liofilizaltam.

Az izopropilidén véddcsoportot 3  ekvivalens  O-metil-hidroxil-amin  hidroklorid
(MeONH2-HCI) segitségével tavolitottam el DMF / 0,2 M NH4OAc pufferben (pH 5,1; 1:1,
VIV).1"® A reakcidelegyet szobahdmérsékleten egy oran keresztiil kevertettem, majd RP-HPLC-

vel tisztitottam. Az igy kapott peptid-polimer konjugitumokat liofilizalas nélkiil kozvetleniil

crer

6.6.3 Daunomicin konjugalasa az aminooxiacetilezett peptidekhez és a peptid-polimer
konjugatumokhoz (20-35)

A tiszta aminooxiacetilezett peptidet vagy peptid-polimer konjugatumot tartalmaz6 HPLC
frakciot rotacids vakuumbepdarloval koncentrdltam, majd DMF / 0,2 M ammonium-acetat
pufferben (pH 5,1; 1:1, V/V; 10 mg/mL peptid/peptid-polimer konjugatum koncentracio) oldottam
és 1,3 ekvivalens daunomicin-HCI-t adtam hozza. A reakciokat szobahdémérsékleten 16 oran
keresztiil kevertettem, majd a konjugatumokat RP-HPLC-vel tisztitottam. A termékeket (28-35)
tomegspektrometria segitségével azonositottam, tisztasagukat pedig analitikai RP-HPLC-vel
ellendriztem (Phenomenex Aeris PEPTIDE XB-C18 oszlop (5 um, 100 A; 250x4,6 mm); gradiens:
0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 50 perc 90% B).

6.6.4 A daunomicin-peptid és daunomicin-peptid-polimer konjugatumok oldhatoésaganak

vizsgalata

A hatéanyag-peptid és hatdéanyag-peptid-polimer konjugatumok oldhatosagat turbiditas
mérésekkel vizsgaltuk. A daunomicin-peptid konjugatumokat (1 mM DMSO-ban oldva) és a
daunomicin-peptid-polimer konjugatumokat (1 mM desztillalt vizben oldva) RPMI-1640
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médiummal tizszeresére higitottuk, homogenizaltuk, majd szobahémérsékleten 15 percig allni
hagytuk. A mintdk transzmittanciajat (T%) 630 nm-en 2 mm-es kvarckiivettaban 25 °C-on mértiik
egy JASCO V-650 spektrofotométerrel (ABL&E-JASCO Magyarorszdg Kft, Budapest,
Magyarorszag). Referenciaként DMSO-RPMI-1640 (1:9, V/V) vagy desztillalt viz-RPMI-1640
médium (1:9, V/V) keverékeket hasznaltuk, és a mintak turbiditasat 100-T%-ban fejeztiik ki.

6.6.5 HT-29 sejtek fenntartasa

A HT-29 human vastagbél adenokarcinoma sejtek (European Collection of Authenticated Cell
Cultures (ECCAC), Salisbury, UK) tenyésztése 37 °C-on, 5% CO»-ot tartalmaz6 atmoszféraban,
10% FBS-t, 2 mM L-glutamint, 100 ug/mL penicillin/streptomycint tartalmazé6 RPMI-1640

médiumban (mind Lonza Group Ltd., Bazel, Svajc) tortént.
6.6.6 Invitro sejtbejutasi vizsgalatok

A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok in vitro sejtbejutasat letapadt, illetve
szuszpenzidban 1évé HT-29 sejteken 1s vizsgaltuk. Az el6bbi esetben a sejteket a kezelést megel6z6
napon 12 lyuku lemezre osztottuk (10° sejt / lyuk). A sejteket a 10 uM végkoncentracioju
oldatokkal 15, 30 vagy 60 percen keresztiil 37 °C-on kezeltiik, majd PBS oldattal (pH 7,2) mostuk,
végiil tripszin-EDTA-val vagy TrypLE-lel (rekombinans, sejt-disszociaciot eldsegitd enzimek,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 5 percig 37 °C-on kezeltiik. Ezutan a disszociacids
reagenseket friss szérum tartalmii médiummal inaktivaltuk, és a sejteket FACS-csovekbe
pipettaztuk. Egy centrifugalasi (5 perc, 1000 fordulat/perc) és PBS-sel valo mosasi 1épés utan a
sejteket FACSCalibur dramlési citométerrel (Becton—Dickinson, San Jose, CA, USA) vizsgaltuk.

A szuszpenzidban levO sejteken végzett kisérletek esetén el0szor a letapadt, sejttenyésztd
flaskaban 1év6 sejteket felpasszaltuk TrypLE reagens segitségével, melynek aktivitasat 5 perc
elteltével friss médium hozzaadasaval 4llitottuk le. Ezutan a sejteket FACS-csdvekbe (10° sejt /
FACS-cs6) pipettaztuk, majd centrifugaltuk és friss médiummal mostuk. A sejteket a daunomicin-
kezeltiik. A konjugatumok eltavolitasahoz a csoveket Gjra centrifugaltuk és PBS-sel mostuk. Ezt
kovetden a kezelt sejtek egy részét egy tjabb PBS-sel valo mosasi 1€pés utan kdzvetleniil vizsgaltuk
az aramlasi citométerrel, mig a sejtek masik részénél beiktattunk egy tripszin-EDTA-val valo
kezelést (5 perc, 37 °C) is, majd egy centrifugalas és egy PBS-sel valé mosas utan tortént az

aramlasi citometrial méreés.
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Minden minta esetén 10000 sejtet vizsgaltunk. A membranhoz kotott vagy az intracellularis
daunomicin-peptid-polimer konjugatumoktol szarmazé atlagos fluoreszcencia intenzitas
(mértékegység nélkiili paraméter) adatok elemzésére CellQuest Pro programot (BD Bioscience,
San Jose, CA, USA) hasznaltunk. A kezeléseket kétszer ismételtiik meg hasonld eredménnyel, igy
csak az egyik kisérlet reprezentativ eredményét abrazoltuk. Az aramlasi citometrias hisztogramok

statisztikai elemzése Kolmogorov-Smirnov teszttel tortént.
6.6.7 Invitro sejt viabilitasi vizsgalatok

A daunomicin-peptid-polimer konjugatumok in vitro sejt viabilitasra gyakorolt hatasat valos
idében informaciot nyujté impedimetrias vizsgalatokkal hataroztuk meg XCELLigence SP
berendezés (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) alkalmazasaval. A hattér (1 ora alatt 1
perces intervallummal mért adatsor) felvételéhez csak sejttenyészté médiumot hasznaltunk. Majd
a HT-29 sejteket a méréelektrodokkal fedett lemez (E-plate) kamraiba osztottuk (10* sejt / lyuk) és
24 oran at 37 °C-on inkubaltuk. Ezt kovetben a sejtekhez pipettaztuk a daunomicin-peptid-polimer
oran keresztiil 20 masodpercenként rogzitettiik. A kontroll mérések soran a sejteket sejttenyésztd
médiummal kezeltiink. A kezelés hatasdra bekovetkezd impedancia valtozast a késziilek egy
mértékegység nélkiili mutatdoszam, a sejtindex formajaban fejezi ki. A kiértékelés sordn a
normalizalt sejtindex értéket hasznaltuk, ami a kezelés egy adott idépontjaban mért sejt index és a
kezelést megel6z6d, hatdanyag mentes sejtekre jellemzd sejtindex hanyadosa. A normalizalt
sejtindex értékekre illesztett (OriginPro 9.0, OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA)
szigmoid dozis-hatas gorbéket alapul véve az ICso értékeket azon koncentracioként hataroztuk
meg, amely a normalizalt sejtindex 50%-ra torténd csokkenését eredményezi. A kezeléseket harom

parhuzamos mérésben végeztiik.
6.6.8 Dinamikus fényszorodas mérés (DLS)

Az eldallitott daunomicin-peptid-polimer konjugatumok (100 uM vizes oldatok) méretét és
eloszlasat DLS-sel hataroztuk meg. A méretet az intenzitas szerinti atlagos atmérdvel (d), az
eloszlast pedig a polidiszperzitas indexszel (PDI) jellemeztiik. A kritikus aggregacios koncentracio
(cac) meghatarozasahoz a DLS-sel mért szort intenzitast a koncentracio fiiggvényében (0,5-500

uM) abrazoltuk.?? A méréseket 633 nm-en 25 °C-on végeztiik egy 4 MW-0s He-Ne lézerrel
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rendelkez6 Malvern Zetasizer, NANO ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK) miiszer

alkalmazaséaval. A méréseket minden esetben haromszor ismételtiik meg.
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6.7 Tuftsin-daunomicin konjugatumok tomegspektrometrias analizisének optimalizalasa
6.7.1 Tuftsin szarmazékok szintézise

A peptideket minden esetben Wang gyantan (gyantakapacitds: 0,6 mmol/g gyanta)
szintetizdltam Fmoc/'Bu stratégiat alkalmazva. Az elsé aminosav (Fmoc-Arg(Pbf)-OH; 2
ekvivalens a gyantakapacitasra nézve) felkapcsolasat DIC (2 ekv.) kapcsoloreagenssel, DMAP
(0,2 ekv.) jelenlétében végeztem 2 oOran keresztiil. A tobbi aminosav kapcsolasdhoz DIC-et és
HOBt-t (gyantakapacitasra szamolt 3-3 ekvivalens) alkalmaztam, a kapcsolasi id6 ezekben az
esetekben egy ora volt. Az Fmoc-csoport eltavolitasahoz a 2% piperidin + 2% DBU / DMF hasité
elegyet hasznaltam.

A szintézis sordn 0sszesen hat eldgazo lanci aminooxiacetilezett tuftsin analogot allitottam eld.
Ezekbol harom monomer (TKPR) és harom dimer (TKPRTKPR) szarmazék volt. Az elagazasokat
minden esetben a lizin(ek) oldallancan alakitottam ki, ezért Fmoc-Lys(Dde)-OH-t hasznaltam a
peptidek eldallitasdhoz. Az N-terminalison formilezett szarmazékok (37, 40) eldallitasahoz az
utolsé aminosav, a treonin Fmoc véddcsoportjanak hasitdsat kovetden az aminocsoportot
hangyasav 2,4,6-triklorfenil-észterrel (For-OTcp, 5 ekv.) reagaltattam. A szabad N-terminalissal
rendelkezd peptidek (36, 38, 39, 41) szintézisénél Boc-Thr('Bu)-OH-t vélasztottam a peptidgerinc
utols6 aminosavanak. Ezt kovetden az elagazasok kiépitéséhez a szelektiven hasithaté Dde lizin
oldallanc véddcsoporto(ka)t 2% N2Hs-H20 / DMF eleggyel (8 x 5 perc) tavolitottam el. A Boc-
védett aminooxiecetsavat (Boc-Aoa-OH) kozvetleniil az g-aminocsoport(ok)hoz vagy egy GFLG
spacerhez (melyet eldbb Fmoc technikéaval felépitettem a lizin oldallanc(ok)on) kapcsoltam. A
peptideket a gyantarol 95% TFA, 2,5% TIS ¢és 2,5% desztillalt viz elegyével 10 ekvivalens szabad
aminooxiecetsav jelenlétében hasitottam, a reakcidelegyeket 30 percig 0 °C-on, majd 2 o6rén
keresztiil szobahdmérsékleten kevertettem. Az elegyeket tizszeres feleslegli jéghideg éterbe
szlirtem, majd a kicsapodott peptideket 5 percig 4400 fordulat/perc sebességgel centrifugaltam
(Eppendorf 5702 centrifuga, Hamburg, Németorszag). Az étert dekantaltam, majd a kiiilepedett
termékeket még kétszer, az elédzdekkel azonos mddon, hideg éterrel mostam. A nyers peptideket

desztillalt vizben oldottam, liofilizaltam, majd RP-HPLC segitségével tisztitottam.
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6.7.2 Tuftsin-daunomicin konjugatumok szintézise (36-41)

A tiszta peptidet tartalmazé HPLC frakciot kozvetleniil, liofilizalas nélkiil hasznaltam a
hatdanyag konjugalasdhoz. Ehhez az olddszert rotacidés vakuumbeparloval eltavolitottam, majd
ammonium-acetat pufferben (0,2 M, pH 5,1; 10 mg/mL peptid koncentracio) oldottam és 1,2
ekvivalens daunomicin-HCI-t adtam hozza. A reakcidelegyeket szobahdmérsékleten 16 oran
keresztiil kevertettem, majd a konjugatumokat RP-HPLC-vel tisztitottam. A termékeket
tomegspektrometria segitségével azonositottam, tisztasagukat pedig analitikai RP-HPLC-vel
ellendriztem (Macherey-Nagel (Diiren, Németorszag) Nucleosil C18 oszlop (5 um, 100 A, 250 x
4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 30 perc 90% B).

A 38 konjugatum eldallitasa soran cukorvesztés is bekdvetkezett, ezért izolaltam a cukorvesztett

konjugatumot (42) is.
6.7.3 Tomegspektrometrias mérések

A tomegspektrometrias mérésekhez egy elektrospray ionizaciés (ESI-MS) Bruker Daltonics
Esquire 3000 Plus (Bréma, Németorszag) tipusi ioncsapdas késziiléket hasznaltam. A
konjugatumokbdl kétszer desztillalt vizben torzsoldatot készitettem (Cwir=s = 1 nmMol/uL), majd ezt
higitottam a megfeleld oldoszer keverékekkel. A mintakat 0,1% ecetsav / acetonitril:viz (1:1, V/V)
elegyben savas koriilmények k6zott (Ckonjsavas = 10 pmol/pL), acetonitril:viz (1:1, V/V) elegyben
savmentes koriilmények k6zott (Cronjsavmentes = 20 pmol/pL), NHsHCO3 (pH 7,8):acetonitril (1:1,
V/V) elegyben enyhén lugos pufferelt kozegben (végso puffer koncentracié 50 mM, Ckonj.puffer = 50
pmol/uL), illetve NH4sOAc (pH 6,7):acetonitril (1:1, V/V) elegyben enyhén semleges/savas
pufferelt kdzegben (végsé puffer koncentracio S0 mM, Ckonjpufer = 50 pmol/uL) vizsgaltam. A
kapillaris kimeneti fesziiltséget minden vizsgalt kdzeg esetében 5-200 V kozott szisztematikusan

valtoztattam.
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7 Osszefoglalas

Doktori munkdm soran az iranyitott tumorterapiaban alkalmazhat6 hatéanyag-peptid
konjugatumok szintézisével és vizsgalataval foglalkoztam. Tanulmanyoztam az iranyité molekula
szerkezetének hatasat a fotodinamikus terapidban alkalmazhaté ~GnRH-protoporfirin
daunomicin-Angiopep-2 konjugatumokban és elemeztem a szerkezeti valtoztatasok bioldgiai
hatékonysagra gyakorolt hatasat. Ezutan daunomicin-EGFR iranyité peptid konjugatumok esetén
fellépd oldhatosagi problémak miatt tanulmanyoztam vizoldhaté polimerek konjugalasanak
bioldgiai aktivitasra gyakorolt hatdsat, végiil pedig kidolgoztam egy megfelelé vizsgalati
koriilményt daunomicin-tuftsin konjugatumok egyértelmi tomegspektrometrids azonositasara.

A kutatas elso részében kiillonbdz6 GnRH-protoporfirin konjugatumokat allitottam eld, melyhez
a célzott tumorterapidban alkalmazhatd6 GnRH-I szuperagonistat és harom vajsavval mddositott
GnRH analdgot hasznaltam. A kapott eredmények igazoltak, hogy mindegyik peptid és GnRH-
PpIX konjugidtum hatékonyan kotddik a humdn agyalapi mirigy és humdan prosztata
tumorszdveteken nagy mennyiségben jelenlévé GnRH-I receptorhoz. A konjugatumok in vitro sejt
viabilitasra gyakorolt hatasat a GnRH-R-t nagy mennyiségben expresszald Detroit-562 human
garatrak sejteken vizsgaltuk. Els6 1épésként optimalizaltuk a kisérleti korilményeket, mely soran
az Ot Oras kezelési id6tartam és a 10 perces besugarzas bizonyult a legjobbnak. A konjugatumok
hatasat az optimalizalt koriilmények kozott vizsgaltuk, és megéllapitottuk, hogy az 6sszes altalam
eloallitott konjugatum jelentésen hatékonyabb, mint a szabad PplX. A leghatasosabb
konjugatumok a vajsavval moédositott GnRH-II analogot (7) és a GnRH-I szuperagonistat (5)
tartalmaz6 szarmazékok voltak. Ezenkiviil igazoltuk, hogy a GnRH-R megfeleld célpont lehet a

fej-nyaki daganatos betegek kezelése soran.?0®

melyhez a vér-agy gaton is atjutni képes Angiopep-2 peptidet hasznaltam. Ebben a peptidben
harom konjugaciora is alkalmas aminocsoport talalhato, nevezetesen az N-terminalis, illetve a két
lizin (*°Lys és °Lys) oldallanca. Korabbi kutatasok soran mindegyik aminocsoportot felhasznaltak

kismolekulas hatéanyagok kapcsolasara,®®%

azonban az egyes pozicidok szerepét ¢és fontossagat
eddig még nem vizsgaltak. Ezért eldallitottam az Osszes egy, kettd, illetve harom daunomicint

tartalmazo konjugatumot (7 konjugatum, 10-16), majd ezek in vitro citosztatikus hatasat €s
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sejtbejutasi képességét U87 human glioblastoma sejteken vizsgaltuk. Az eredmények alapjan a
hatdéanyagok szamanak novelése nem noveli a konjugdtumok hatékonysagat, s6t a legjobb hatassal
az egy daunomicint az N-terminalison tartalmaz6 konjugatum (11) rendelkezett. A legrosszabb
hatast azon konjugatumok mutattak, melyek C-terminalishoz kozelebbi lizinjéhez (*°Lys)
kapcsolddott daunomicin. Ez a pozicid valoszinilileg fontos szerepet tolt be a receptorhoz vald
kotédésben, hiszen ezekben az esetekben alacsony sejtbejutast is tapasztaltunk. Az N-terminalishoz
kozelebbi lizin (1°Lys) szubsztitudlasaval (12) egy kiemelkedd internalizacioval rendelkezd
konjugatumot sikeriilt eldallitani, melynek tumorellenes hatékonysaga azonban nem volt
kimagaslo. A patkany méj lizoszoma preparatumban vald degradacios vizsgalatok eredményeibdl
nyilvanvalova valt, hogy ebben az esetben a lassii metabolizacio okozza az alacsony citosztatikus
aktivitast. Egy enzim-labilis spacer (GFLG, VA vagy VAGG) beépitése a hatdanyag ¢és a lizin
oldallanca kozé sem javitott jelentésen a konjugatum hatékonysagan, mert az esetek egy részében
(18 és 19) a spacer hatasara romlott a sejtbejutasi képesség, mig a megfelelé internalizacidval
rendelkez6 szarmazék (17) esetében a hatdéanyagot tartalmazd metabolit felszabadulasa volt lassu.
Az igy megszerzett ismereteket a tervezéshez felhasznalva a jovoben varhatoan sikerrel eléallithato
lesz a megfelel6 hatékonysaggal rendelkez6 daunomicin-Angiopep-2 konjugatum.

Doktori munkam harmadik részében EGF receptort célzo GE11 és D4 peptidet és enzim-labilis
spacert (GFLG, YRRL) is tartalmazé daunomicin-peptid konjugatumokat vizsgaltam. Azonban
ezen konjugatumok oldhatdésaga nagyon alacsonynak bizonyult, igy a bioldgiai hatasukat nem
sikeriilt 6sszehasonlitanom. A vizsgélatok folytatdsdhoz az oldhatosag ndvelésére hidrofil polimer
molekulat kapcsoltam a legrosszabbul oldodé6 GFLG spacert tartalmazé konjugatumokhoz. A
daunomicin-peptid-polimer ~ konjugatumok  szintéziséhez  poli(etilénglikol) (PEG) ¢és
hiperelagazdsos poliglicidol (HbPG) szarmazékokat valasztottam és a polimerek arnyékolo
hatasanak kikiiszobolésére egy pentaglicin tavtartot is beépitettem a peptid €s a polimer kozé. A
turbiditds mérések igazoltak, hogy a vélasztott hidrofil polimerekkel valoé konjugalas jelentésen
javitotta a konjugatumok oldhatosagat. A konjugatumok dsszehasonlitasara in vitro citotoxicitas és
sejtbejutasi vizsgalatokat végeztiink HT-29 human vastagbél adenokarcinoma sejteken. A kapott
eredményekbdl azonban nem tudtunk egyértelmii szerkezet-hatas 0sszefliggéseket kimutatni, ezért
feltételeztiik, hogy a konjugatumok amfifil jellege miatt oldatban nanorészecskék alakulnak ki. Az

adatok értelmezéséhez dinamikus fényszorodas méréssel meghataroztuk a keletkezett

crer
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GEI11 peptid esetében a spacer nélkiili PEG-alapti konjugatum (28), mig a révidebb D4 peptid
esetén a Gs spacert tartalmazo HbPG-alapti konjugatum (35) bizonyult a leghatasosabbnak. Ez
utobbi esetben a Gs spacer csokkenti a D4 hidrofobitasat és egyben ndveli az iranyitd peptid
hozzaférhetoségét is, mig a HbPG csupan kismértékii sztérikus gatlo hatast fejt ki. Fontos
tapasztalat, hogy az ilyen tipusu amfifil karakterii hatbanyag-peptid-polimer konjugatumok esetén
a biologia hatés csak az dnszervezddo aggregacios viselkedés ismeretében magyarazhato.

A munkam negyedik  részében tuftsin-daunomicin = konjugatumok  egyértelmii
tomegspektrometrias azonositasara alkalmas vizsgalati koriilményeket kerestem. A tobb bazikus
aminosavat tartalmazé tuftsin-daunomicin  konjugatumok az altalanosan alkalmazott
tomegspektrometrias koriilmények kozott magas toltottségi allapotba keriilnek, és a daunomicin
glikozidos kotésének spontan hasadasa miatt komplex, tulnyomo részt fragmensionokat tartalmazé
spektrumokat adnak. Ez a cukorvesztés azonban a szintézis és a tarolas alatt is bekovetkezhet, mely
csOkkent bioldgiai hatékonysaghoz vezet. Emiatt a szerkezet egyértelmii meghatirozasara a
konjugatumok alacsonyabb toltottségi allapotat igyekeztem elérni. Ehhez olyan szisztematikus
kisérletsorozatot végeztem, mely soran fokozatosan csokkentettem a kapillaris fesziiltséget, illetve
vizsgaltam az olddszer ionizaciora gyakorolt hatasat is. Az eredmények alapjan lathato volt, hogy
a tuftsin-daunomicin konjugatumok szerkezete nagy hatassal van az ESI-MS spektrumokra. A
bazikus karakteri funkcidscsoportok csokkentése (pl. az N-termindlis formilezése), vagy a
semleges toltésii GFLG spacer beépitése a hatdanyag és a peptidgerinc kozé jelentGsen
csokkentette a fragmentéciot, azonban a tulzott protondlodast csak megfeleld oldoszerekkel és
tomegspektrometrias bedallitdsokkal sikeriilt visszaszoritani. A legjobb mindségli spektrumokat,
ahol szinte kizardlag intakt protonalt molekulakat detektaltam, alacsony kapillaris kimeneti
fesziiltség (5 V) €s NH4OAc puffer kombinacidjaval sikeriilt elérni. Ezek az eredmények hasznosak
lehetnek az antraciklin tartalmu biokonjugatumok tomegspektrometrias elemzésében, a megfeleld

és konnyen értékelhetd spektrumok elééllitasaban. 2%
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8 Summary

The topic of my research was the synthesis and investigation of drug-peptide conjugates for
targeted tumor therapy. The effect of the targeting peptide’s structure on GnRH-protoporphyrin
conjugates, which may be used in photodynamic therapy in the future was studied, then the
importance of the number and position of the drug molecule in daunomycin-Angiopep-2 conjugates
was investigated and the effect of the structural changes on the biological efficiency was analyzed.
Afterwards, due to solubility problems of daunomycin-EGFR targeting peptide conjugates, the
effect of the conjugation of water-soluble polymers on the biological activity was studied, and
finally appropriate conditions for the unambiguous mass spectrometric identification of
daunomycin-tuftsin conjugates was developed.

In the first part of my work GnRH-protoporphyrin conjugates containing the GnRH-I
superagonist and three butyrylated GnRH analogs were synthesized for photodynamic therapy.
Each peptide and GnRH-PplIX conjugate showed efficient binding to human pituitary and human
prostate tumor tissues that overexpress GnRH-1 receptor. The high level of GnRH-R expression
has already been demonstrated on Detroit-562 human pharyngeal cells,*’® so the effect of the novel
conjugates on the in vitro cell viability was investigated on this cell line. The first step was the
optimization of the experimental conditions, and the effect of the GnRH-PpIX conjugates was
studied using these optimized conditions (5 hours of treatment time and 10 minutes of irradiation).
All conjugates were found to be significantly more effective than free PplX, and the most potent
conjugates were the derivatives containing the butyrylated GnRH-I11 analogue (7) and the GnRH-I
superagonist (5). Moreover, we could demonstrate that GnRH-R may be an appropriate target for
the treatment of head and neck cancer patients.?%

In the second part of my work, the number and the position of the drug molecules in Angiopep-
2 peptide-based conjugates were in the focus. This peptide contains three amino groups suitable
for drug conjugation, namely the N-terminal and the side chains of the two lysines (*°Lys and
15Lys). Previous studies conjugated drug molecules to all three amino groups,® but the role and
importance of each position have not yet been investigated. Therefore, conjugates containing one,
two, and three daunomycin molecules (7 conjugates, 10-16) were prepared, and their in vitro
cytostatic effect and cellular uptake was investigated on U87 human glioblastoma cells. We could

demonstrate that the increasing number of the drug molecule does not necessarily increase the
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efficacy of the conjugates, moreover the best conjugate was the one containing only one
daunomycin on the N-terminal (11). In contrast, conjugates containing daunomycin on the side
chain of ©Lys showed the worst cytostatic effect. This position is likely to play an important role
in receptor binding, since low internalization was observed in all these cases. The substitution of
Lys (12) resulted in outstanding cellular uptake, though the antitumor efficacy was only
moderate. Lysosomal degradation studies confirmed that the low cytostatic activity is caused by
the slow release of the active metabolite. The incorporation of an enzyme-labile spacer (GFLG,
VA, or VAGG) between the drug and the lysine side chain could not significantly improve the
efficacy of the conjugate, since in cases of VA and VAGG (18 and 19) decreased cellular uptake
was observed, while the GFLG derivative (17) showed slow degradation. However, using this
obtained knowledge in the future may help with the design and synthesis of a more effective
daunomycin-Angiopep-2 conjugate.

In the third part of my PhD work daunomycin-peptide conjugates containing EGFR targeting
GE11 and D4 peptides and an enzyme-labile spacer (GFLG, YRRL) were investigated. Since the
solubility of these conjugates was poor, their biological activity could not be studied. Therefore,
hydrophilic polymer molecules were attached to the GFLG spacer containing analogs having the
worst solubility. Polyethylene glycol (PEG) and hyperbranched polyglycerol (HbPG) derivatives
were selected for the synthesis of the novel daunomycin-peptide-polymer conjugates and a
pentaglycine spacer was incorporated between the peptide chain and the polymer to eliminate the
shading effect of the polymers. Turbidity measurements confirmed that conjugation of the selected
hydrophilic polymers significantly improved the solubility of the conjugates. Then, in vitro
cytotoxicity and cell uptake studies were performed on HT-29 human colon adenocarcinoma cells
to compare the effect of the conjugates. However, no clear structure-activity relationship could be
detected, hence we assumed that the amphiphilic character of the conjugates led to nanoparticle
formation. Therefore, the size of the formed nanoparticles and the critical aggregation
concentration of the conjugates were determined by dynamic light scattering. In case of the longer
GE11 peptide the PEG-based conjugate missing the pentaglycine spacer (28), while in case of the
shorter D4 peptide the HbPG-based conjugate containing the Gs spacer (35) were proved to be the
most effective compounds. In the latter case, probably the Gs spacer reduces the hydrophobicity
and at the same time increases the accessibility of the D4 targeting peptide, while the HbPG shows
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only a slight shading effect. Importantly, the biological effect of such drug-peptide-polymer
conjugates can only be explained by considering their self-assembling behavior.

In the fourth part of my work, the appropriate conditions for the unambiguous mass
spectrometric identification of tuftsin-daunomycin conjugates were studied. Tuftsin-daunomycin
conjugates bearing several basic amino acids show complex mass spectra containing mainly
fragment ions under the commonly used mass spectrometry conditions. This happens due to the
spontaneous cleavage of the glycosidic bond caused by excessive protonation of the compound;
however, this sugar loss can also occur during the synthesis or storage of these compounds leading
to reduced biological efficiency. Therefore, it is a crucial problem to unambiguously distinguish
these two phenomena and clearly determine the structure of the conjugates. For this reason, the
capillary exit potential was gradually reduced and the effect of the eluent on the ionization was also
investigated. The results showed that the structure of the tuftsin-daunomycin conjugates also
influenced the ESI-MS spectra. The reduction of the basic functional groups (e.g, formylation of
the N-terminal) or the incorporation of a neutral GFLG spacer between the drug moiety and the
peptide backbone significantly reduced the fragmentation, though the excessive protonation could
only be suppressed by appropriate eluents and device settings. The best quality spectra, where
almost exclusively intact molecules were detected, were achieved by the combination of low
capillary exit potential (5 V) and NH4sOAc buffer. These results may later be useful in the mass

spectrometric analysis of anthracycline-containing bioconjugates.?*
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F10. abra A sejttenyészté médium és a GnRH analdgok (1-4) in vitro sejt viabilitas gatlasa. A sejt
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F11. abra Angiopep-2 (9) analitikai kromatogramja és MS spektruma
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F12. abra H-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=A0a) TEEY-OH (10) analitikai kromatogramja és MS
spektruma. A ~és " jelekkel jeldlt csticsok a daunomicin témegspektrometrias koriilmények kozott
bekovetkezo cukorvesztésébdl szarmazo fragmensekhez tartoznak.
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F13. abra Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH (11) analitikai kromatogramja és MS spektruma.
A ~és " jelekkel jeldlt csucsok a daunomicin tomegspektrometrids koriilmények kozott bekdvetkezd
cukorvesztésébol szarmazé fragmensekhez tartoznak.
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F15. abra Dau=Ao0a-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=A0a)TEEY-OH (13) analitikai kromatogramja és MS
spektruma. A " jellel jeldlt csucsok a daunomicin témegspektrometrids koriilmények kozott bekdvetkezd
cukorvesztésébol szarmazd fragmenshez tartoznak.
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Intenzitas

t/ min

bekovetkezd cukorvesztésébdl szarmazo fragmenshez tartoznak.

x108

835,2
Y
Al
*
* 4+
5+ 867,3
694,2 f"
M “ N Ju[

3+
1113,3
. *
/ 34
1156,2
ya

- ; i

600 800 1000

1200 1400 1600 1800 2000

miz

F17. abra Dau=Ao0a-TFFYGGSRGK(Dau=A0a)RNNFKTEEY-OH (15) analitikai kromatogramja és MS
spektruma. A " jellel jeldlt csticsok a daunomicin tomegspektrometrids koriilmények kozott bekdvetkezd
cukorvesztésébol szarmazd fragmenshez tartoznak.
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F18. abra Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=Ao0a)RNNFK(Dau=Ao0a) TEEY-OH (16) analitikai
kromatogramja és MS spektruma. A " jellel jeldlt csticsok a daunomicin tomegspektrometrids
koriilmények kézott bekovetkezd cukorvesztésébol szarmazo fragmenshez tartoznak.
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F20. abra 11 konjugatum lizoszoma degradacio soran detektalt total ion kromatogramjai
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F22. abra 13 konjugatum lizoszoma degradacio soran detektalt total ion kromatogramjai
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F23. abra 14 konjugétum lizoszéma degradacid soran detektalt total ion kromatogramjai
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F24. abra 15 konjugatum lizoszoma degradacio soran detektalt total ion kromatogramjai

Relative Abundar Relalive Abundance

Relative

Relative

Relative

16 : Dau=A0a-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH

S

10.59 \‘ 5 min
| “ 10.59: 16
‘ |
i |
o B0&IHEY-OH
_ 7.90: H-FYG-OH
! s ¢ ! ¢ * Timé (min) | # aooom . ® g4y
H-GSRGK(Dau=Aoa)RNN-OH
1151 H-GSRGK(Dau=Aoa)RN-OH
r 1h
7.00 10.41 i 8.55: H-GSRGK(Dau=Aoca)R-OH
6.04 Tear 920 104, 86 9.20:
e _ 16 - (Dau=poa-TFFYG) -
d ¢ ¢ ! ¢ Tim'é](min) " " ® 1 (TEEY)
918 H-GK(Dau=Aoa)R-0H
|\| 1057 | s 1041 H-NNFK(Dau=A03)-0H
i 1041," | 10.56: H-NFK(Dau=Aoa)-OH
8.458.97 10,05/, “ 1259 11.51:Dau=Aoa-T-OH
== T PP 12.59:Dau=Aca-TF-OH
5 6 7 8 0 11 12 13 14 15
Time {min)
10.58 150 10.05: H-GK(Dau=A0a)-OH
4 | | | 10.57:H-K{Dau=Aoa)-OH
3 w oo 24h
E 1005,
3 . _ I Voo el i _ i i
5 -] 7 8 9 Tnmg’(mm] 1 13 14 15 16
J 58
3 920 (.
: | | i 72h
E h | il
— — _ s\ AL JU
4 5 6 7 8 9 12 13 i 15 16

TimS(miny "'

F25. abra 16 konjugéatum lizoszoéma degradécio soran detektalt total ion kromatogramjai



F1. tablazat 10 konjugatum degradacioja soran azonositott fragmensek

Fragmens Osszegképlet MWszamolt | MWmeért | A ppm
1 | H-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=A0a)TEEY-OH | Ci133H179N31042 | 2882.2824 | 2882.2761 | -2.19
2 | H-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)TE-OH C119H163N29037 | 2590.1765 | 2590.1682 | -3.20
3 H-YGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa) TEEY-0OH C111H154N2g038 | 2487.0979 | 2487.0928 | -2.05
4 H-YGGSRGKRNNFK(Dau=Ao0a) TE-OH Co7H138N26033 2194.9920 | 2194.9866 | -2.46
5 H-YGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)-OH CasH124N2402s 1964.9017 | 1964.8953 | -3.26
6 H-GKRNNFK(Dau=Ao0a)-OH Ce6Ho2N16021 1444.6623 | 1444.6582 | -2.84
7 H-NNFK(Dau=Ao0a)-OH Cs2HesNgO1s 1103.4448 | 1103.4420 | -2.54
8 H-K(Dau=Ao0a)T-OH C3z9Hs51N5015 829.3382 829.3358 -2.89
9 H-K(Dau=Aoa)-OH C35H44N4O13 728.2905 728.2878 -3.71
10 | H-TFF-OH C22H27N305 413.1951 413.1937 -3.39
11 H-EY-OH | C14H18N20s 310.1165 310.1151 -4.51
12 | H-TF-OH C13H18N204 266.1267 266.1254 -4.88
F2. tablazat 11 konjugatum degradacidja soran azonositott fragmensek
Fragmens Osszegkeéplet MWoszimott | MWmart | A ppm
1 Dau=Ao0a-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-0H | C133H179N31042 2882.2824 | 2882.2767 | -1.98
2 | Dau=Ao0a-TFFYGGSRGKRNNFKTE-OH C119H163N29037 2590.1765 | 2590.1716 | -1.89
3 | Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFK-0H C110H149N27032 2360.0862 | 2360.0796 | -2.80
4 Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNN-OH CosH128N24030 2084.9228 | 2084.9196 | -1.53
5 H-FYGGSRGKRNNFKTEEY-0H | Co1H133N27028 2051.9813 | 2051.9760 | -2.58
6 | Dau=Aoa-TF-OH Ca2H18N40O15 848.3116 848.3095 -2.48
7 | Dau=Aoa-T-OH C33H39N3014 701.2432 701.2408 -3.42
8 H-FYG-0OH C20H23N30s 385.1638 385.1624 -3.63
9 H-EY-OH | C14H18N20s 310.1165 310.1152 -4.19




F3. tablazat 12 konjugatum degradacidja soran azonositott fragmensek

Fragmens Osszegképlet MWszimolt | MWmeért | A ppm
1 | H-TFFYGGSRGK(Dau=A0a)RNNFKTEEY-OH | C133H179N31042 | 2882.2824 | 2882.2764 | -2.08
2 | H-TFFYGGSRGK(Dau=A0a)RNNFKTE-OH C119H163N20037 | 2590.1765 | 2590.1694 | -2.74
3 H-YGGSRGK(Dau=A0a)RNNFKTEEY-OH | C111H154N2sO3s | 2487.0979 | 2487.0903 | -3.06
4 | H-TFFYGGSRGK(Dau=A0a)RNNFK-OH C110H149N27032 | 2360.0862 | 2360.0793 | -2.92
5 H-GSRGK(Dau=A0a)RNNFKTEEY-0OH C100H142N26035 | 2267.0131 | 2267.0070 | -2.69
6 H-YGGSRGK(Dau=A0a)RNNFKTE-OH Co7H138N26033 2194.9920 | 2194.9876 | -2.00
7 H-YGGSRGK(Dau=Ao0a)RNNFK-0OH CesH124N24028 1964.9017 | 1964.8970 | -2.39
8 H-GSRGK(Dau=Ao0a)RNNFK-0H C77H112N22025 17448169 | 1744.8122 | -2.69
9 H-GK(Dau=Ao0a)RN-OH C47He5N11017 1055.4560 | 1055.4530 | -2.84
10 H-GK(Dau=Aoa)R-0OH C43Hs9N9O15 941.4131 941.4102 -3.08
11 H-GK(Dau=Ao0a)-0OH C37H47N5014 785.3120 785.3096 -3.06
12 H-K(Dau=Ao0a)-OH Ca5H44N4013 728.2905 728.2887 -2.47
13 | H-TFF-OH C22H27N30s 413.1951 413.1937 -3.39
14 H-EY-OH | C14H18N20¢ 310.1165 310.1152 -4.19
15 | H-TF-OH C13H18N204 266.1267 266.1255 -4.51




F4. tablazat 13 konjugatum degradacioja soran azonositott fragmensek

Fragmens Osszegképlet MWszimolt | MWmeért | A ppm
1 Dau=Ao0a-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=A0a)TEEY-OH | C162H209N330s3 | 3464.4673 | 3464.4582 -2.63
2 H-YGGSRGKRNNFK(Dau=Ao0a)-OH CesH124N240028 1964.9017 | 1964.8962 -2.80
3 H-GSRGKRNNFK(Dau=Ao0a)-0OH C77H112N22025 1744.8169 | 1744.8106 -3.61
4 H-GKRNNFK(Dau=Aoa)-OH Ce6Ho2N16021 1444.6623 | 1444.6576 -3.25
5 H-NNFK(Dau=Aoa)-OH Cs2He5N9O1s 1103.4448 | 1103.4419 -2.63
6 Dau=Aoa-TF-OH Ca2H18N4015 848.3116 848.3092 -2.83
7 H-K(Dau=Ao0a)T-OH C39H51N5015 829.3382 829.3361 -2.53
8 H-K(Dau=Aoa)-OH C3sH14N4O13 728.2905 728.2876 -3.98
9 Dau=Aoa-T-OH C33H39N3014 701.2432 701.2411 -2.99
10 H-FYG-OH C20H23N305 385.1638 385.1623 -3.89
11 H-EY-OH | C14H18N20s 310.1165 310.1151 -4.51




F5. tablazat 14 konjugatum degradacidja soran azonositott fragmensek

Fragmens Osszegképlet MWszimolt | MWmeért | A ppm
1 | H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=A0a)TEEY-OH | C162H209N330s53 | 3464.4673 | 3464.4564 -3.15
2 H-Y GGSRGK(Dau=A0a)RNNFK(Dau=A0a) TEEY-OH | CaoH1seN20Ozs | 3069.2828 | 3069.2739 | -2.90
3 H-Y GGSRGK (Dau=A0a)RNNFK(Dau=A0a) TE-OH CizeH16sN2sOss | 2777.1769 | 2777.1666 | -3.71
4 H-GSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Aoa)-OH C1o6H142N24036 | 2327.0019 | 2326.9952 -2.88
5 H-GSRGK(Dau=Ao0a)RNN-OH Ce2H91N19023 1469.6535 | 1469.6480 -3.74
6 H-GSRGK(Dau=Ao0a)RN-0OH CssHssN17021 1355.6106 | 1355.6060 -3.39
7 H-GSRGK(Dau=Ao0a)R-0OH Cs4H79N 15019 1241.5677 | 1241.5640 -2.98
8 H-NNFK(Dau=Aoa)-OH Cs2He5N9O1s 1103.4447 | 1103.4414 -2.99
9 H-GK(Dau=Ao0a)RN-OH C47HesN11017 1055.4560 | 1055.4522 -3.60
10 H-NFK(Dau=Aoa)-OH CasHsoN7016 989.4018 989.3988 -3.03
11 H-GK(Dau=Aoa)R-OH Ca3HsgNgO15 941.4131 941.4094 -3.93
12 H-GK(Dau=Ao0a)-OH C37H47NsO14 785.3120 785.3088 -4.07
13 H-K(Dau=Ao0a)-OH C35H44N40O13 728.2905 728.2880 -3.43
14 | H-TFF-OH C22H27N30s 413.1951 413.1930 -5.08
15 H-EY-OH | C14H18N20s 310.1165 310.1149 -5.16
16 | H-TF-OH C13H18N204 266.1267 266.1253 -5.26




F6. tablazat 15 konjugatum degradacidja soran azonositott fragmensek

Fragmens Osszegképlet MWszimolt | MWmeért | A ppm
1 | Dau=Ao0a-TFFYGGSRGK(Dau=A0a)RNNFKTEEY-OH | C162H209N330s3 | 3464.4673 | 3464.4546 -3.67
2 | Dau=Ao0a-TFFYGGSRGK(Dau=A0a)RNNFKTE-OH Cu148H193N3104g | 3172.3614 | 3172.3488 -3.97
3 | Dau=Ao0a-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK-0OH Cu139H1790N29043 | 2942.2712 | 2942.2614 -3.33
4 H-GSRGK(Dau=Ao0a)RNNFK-0H C77H112N22025 1744.8169 | 1744.8093 -4.36
5 H-GSRGK(Dau=A0a)RNN-OH Ce2H91N19023 1469.6535 | 1469.6476 -4.01
6 H-GK(Dau=Ao0a)RNNFK-0H CesHo2N16021 1444.6623 | 1444.6576 -3.25
7 H-GSRGK(Dau=Aoa)RN-0OH CssHssN17021 1355.6106 | 1355.6052 -3.98
8 H-GSRGK(Dau=Aoa)R-0OH Cs4H79N 15019 1241.5677 | 1241.5628 -3.95
9 H-GK(Dau=Ao0a)RN-0H C47He5N11017 1055.4560 | 1055.4522 -3.60
10 H-GK(Dau=Aoa)R-0OH Ca3Hs9N9O15 9414131 941.4101 -3.19
11 H-GK(Dau=Ao0a)-0OH C37H47N5014 785.3120 785.3090 -3.82
12 | Dau=Aoa-TF-OH Ca2H48N4O15 848.3116 848.3084 -3.77
13 H-K(Dau=Ao0a)-OH C35H44N4013 728.2905 728.2880 -3.43
14 | Dau=Aoa-T-OH C33H39N3014 701.2432 701.2402 -4.28
15 H-FYG-OH C20H23N30s 385.1638 385.1619 -4.93
16 H-EY-OH | C14H18N206 310.1165 310.1148 -5.48




F7. tablazat 16 konjugatum degradacioja soran azonositott fragmensek

Fragmens Osszegképlet MWszimott | MWmére | A ppm
1 | Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=A0a)RNNFK(Dau=A0a)TEEY-OH | C191H230N35064 | 4046.6523 | 4046.6460 | -1.56
2 H-GSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Ao0a)-OH Cio6H142N24036 | 2327.0019 | 2326.9950 | -2.97
3 H-GSRGK(Dau=A0a)RNN-OH Co2H91N19023 1469.6535 | 1469.6478 | -3.88
4 H-GSRGK(Dau=Aoa)RN-OH CssHssN17021 1355.6106 | 1355.6058 | -3.54
5 H-GSRGK(Dau=Ao0a)R-0OH Cs4H79N15019 1241.5677 | 1241.5634 | -3.46
6 H-NNFK(Dau=Ao0a)-OH Cs2HesN9O1s 1103.4447 | 1103.4409 | -3.44
7 H-NFK(Dau=Ao0a)-0OH Ca8Hs59N7016 989.4018 | 989.3984 -3.44
8 H-GK(Dau=Aoa)R-OH Ca3Hs9NgO1s 941.4131 941.4094 -3.93
9 | Dau=Aoa-TF-OH C42H4sN4O15 848.3116 | 848.3082 -4.01
10 H-GK(Dau=Aoa)-OH C37H47N5014 785.3120 785.3090 -3.82
11 H-K(Dau=Ao0a)-OH C35H44N4O13 728.2905 728.2877 -3.84
12 | Dau=Aoa-T-OH Ca3H39N3014 701.2432 701.2401 -4.42
13 H-FYG-0H C20H23N30s 385.1638 | 385.1619 -4.93
14 H-EY-OH | C14H18N206 310.1165 | 310.1149 -5.16




Absorbance / a.u.

20

0.5 4

0.0

—

i min

20

30

Intens

x10°

1+
130.3

ol

|

5+

611.6

A

7271.7

4+
764.3

\

*
3+

975.9 3,

1018.9

.

200

400

600

800

1000 1200 1400

1600 1800 my/z

F26. abra H-TFFYGGSRGK(Dau=A0a-GFLG)RNNFKTEEY-OH (17) analitikai kromatogramja és MS
spektruma. A " jellel jelslt csticsok a daunomicin tdémegspektrometrias koriilmények kozott bekdvetkezd
cukorvesztésébol szarmazd fragmenshez tartoznak.
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F27. abra H-TFFYGGSRGK(Dau=A0a-VA)RNNFKTEEY-OH (18) analitikai kromatogramja és MS
spektruma. A “ jellel jeldlt csticsok a daunomicin tomegspektrometrids koriilmények kozott bekdvetkezd
cukorvesztésébol szarmazo fragmenshez tartoznak.
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F28. abra H-TFFYGGSRGK(Dau=A0a-VAGG)RNNFKTEEY-OH (19) analitikai kromatogramja és
MS spektruma. A * jellel jelolt csticsok a daunomicin tdmegspektrometrias koriilmények kozott
bekovetkezd cukorvesztésébol szarmazo fragmenshez tartoznak.
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F29. abra 17 konjugatum lizoszoéma degradacio soran detektalt total ion kromatogramjai
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F30. abra 18 konjugatum lizoszoma degradacio soran detektalt total ion kromatogramjai

19 : H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-VAGG)RNNFKTEEY-OH
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F31. abra 19 konjugatum lizoszoéma degradacio soran detektalt total ion kromatogramjai



F8. tablazat 17 konjugatum degradacioja soran azonositott fragmensek

Fragmens Osszegképlet MWszamott | MWmért | A ppm
1 | H-TFFYGGSRGK(Dau=A0a-GFLG)RNNFKTEEY-OH | C152H205N3sOs6 | 3256.4778 | 3256.4668 | -3.38
2 H-YGGSRGK(Dau=Ao0a-GFLG)RNNFKTEEY-OH C130H180N32042 | 2861.2933 | 2861.2815 -4.12
3 H-YGGSRGK(Dau=Ao0a-GFLG)RNNFKTE-0OH Cu116H164N30037 | 2569.1874 | 2569.1775 -3.85
4 H-YGGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RNNFK-0OH C107H150N2gO32 | 2339.0971 | 2339.0868 | -4.40
5 H-GSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RNNFK-0OH CoH138N26029 2119.0123 | 2119.0026 | -4.58
6 H-YGGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RNN-OH Co2H129N25030 2063.9337 | 2063.9258 | -3.83
7 H-YGGSRGK(Dau=Ao0a-GFLG)RN-OH CesH123N23028 1949.8908 | 1949.8828 | -4.10
8 H-YGGSRGK(Dau=Ao0a-GFLG)R-0H Cg4H117N21026 1835.8479 | 1835.8404 | -4.09
9 H-GGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RN-0H C79H114N22026 1786.8275 | 1786.8196 | -4.42
10 H-GGSRGK(Dau=Ao0a-GFLG)R-0OH C75H108N20024 1672.7845 | 1672.7776 | -4.12
11 H-GSRGK(Dau=Aoa-GFLG)R-0OH C73H105N19023 1615.7631 | 1615.7556 | -4.64
12 H-GK(Dau=Aoa-GFLG)RN-OH CesHo1N15021 1429.6514 | 1429.6454 -4.20
13 H-GK(Dau=Aoa-GFLG)R-OH Ce2HgsN 13019 1315.6085 | 1315.6038 -3.57
14 H-GK(Dau=Aoa-GFLG)-0OH Cs6H73N9O1s 1159.5074 | 1159.5041 | -2.85
15 H-K(Dau=Aoa-GFLG)-OH Cs4H70NgO17 1102.4859 | 1102.4827 | -2.90
16 Dau=Aoa-GF-OH Cs0H44N4O14 804.2854 804.2826 -3.48
17 Dau=Aoa-G-0OH C31H35N3013 657.2170 657.2145 -3.80
18 | H-TFF-OH C22H27N305 413.1951 413.1931 -4.84
19 H-EY-OH | C14H18N206 310.1165 310.1148 -5.48
20 | H-TF-OH C13H18N204 266.1267 266.1253 -5.26




F9. tablazat 18 konjugatum degradacioja soran azonositott fragmensek

Fragmens Osszegképlet MWszamolt | MWmért | A ppm
1 | H-TFFYGGSRGK(Dau=A0a-VA)RNNFKTEEY-OH | C141H193N3304s4 | 3052.3879 | 3052.3761 | -3.87
2 | H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFKTE-OH C127H177N31039 2760.2820 | 2760.2706 -4.13
3 H-YGGSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFKTEEY-0OH C119H168N30040 2657.2034 | 2657.1939 -3.58
4 H-GSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFKTEEY-0H Ci08H1s6N2g037 | 2437.1186 | 2437.1088 | -4.02
5 H-YGGSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFK-0H CosH138N26030 2135.0072 | 2134.9980 | -4.31
6 H-GSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFK-OH Ce5H126N24027 19149224 | 19149144 | -4.18
7 H-GSRGK(Dau=Aoa-VA)RNN-OH C70H105N21025 1639.7590 | 1639.7522 | -4.15
8 H-GK(Dau=Ao0a-VA)RNNFK-0OH C74H106N18023 1614.7678 | 1614.7622 | -3.47
9 H-GSRGK(Dau=Aoa-VA)RN-OH Ce6HogN19023 1525.7161 | 1525.7100 | -4.00
10 H-GSRGK(Dau=Aoa-VA)R-OH Ce2Hg3N17021 1411.6732 | 1411.6678 | -3.83
11 H-GK(Dau=Aoa-VA)R-OH Cs1H73N11017 1111.5186 | 1111.5147 | -3.51
12 H-K(Dau=Ao0a-VA)-OH C43HsgNsO1s 898.3960 | 898.3929 | -3.45
13 Dau=Aoa-V-OH Cs4H41N3013 699.2639 | 699.2615 | -3.43
14 H-TEEY-OH | C23H32N4O11 540.2068 540.2051 -3.15
15 | H-TFF-OH C22H27N30s 413.1951 413.1931 -4.84
16 H-FYG-0OH C20H23N305 385.1638 385.1624 -3.63
17 H-EY-OH | C14H18N20s 310.1165 310.1149 -5.16
18 | H-TF-OH C13H18N204 266.1267 266.1253 -5.26




F10. tablazat 19 konjugatum degradacidja soran azonositott fragmensek

Fragmens Osszegképlet MWszamolt | MWmért | A ppm
1 | H-TFFYGGSRGK(Dau=A0a-VAGG)RNNFKTEEY-OH | C14sH190N3s046 | 3166.4308 | 3166.4211 | -3.06
2 | H-TFFYGGSRGK(Dau=Ao0a-VAGG)RNNFKTE-OH C131H183N33041 | 2874.3249 | 2874.3138 -3.86
3 H-YGGSRGK(Dau=Ao0a-VAGG)RNNFKTEEY-OH C123H17aN32042 | 2771.2463 | 2771.2365 -3.54
4 H-YGGSRGK(Dau=Aoa-VAGG)RNNFKTE-OH C109H158N30037 | 2479.1404 | 2479.1313 | -3.67
5 H-GSRGK(Dau=Aoa-VAGG)RNNFK-0OH Cg9H132N26029 2028.9654 | 2028.9580 | -3.65
6 H-GK(Dau=Aoa-VAGG)RNNFK-0H C78H112N20025 1728.8107 | 1728.8036 | -4.11
7 H-GSRGK(Dau=Aoa-VAGG)RN-OH C70H105N21025 1639.7590 | 1639.7516 | -4.51
8 H-GSRGK(Dau=Aoa-VAGG)R-OH Co6HoaN19023 1525.7161 | 1525.7096 -4.26
9 H-GK(Dau=Aoa-VAGG)R-0OH Cs5H79N13019 1225.5615 | 1225.5562 | -4.32
10 H-GK(Dau=Aoa-VAGG)-0H Ca9H67NgO1s 1069.4604 | 1069.4572 | -2.99
11 H-K(Dau=Aoa-VAGG)-OH C47HeaNgO17 1012.4389 | 1012.4358 | -3.06
12 Dau=Aoa-VA-OH C37H46N4014 770.3011 770.2986 -3.25
13 Dau=Aoa-V-OH C34H41N3013 699.2639 699.2613 -3.72
14 | H-TFF-OH C22H27N30s 413.1951 413.1931 -4.84
15 H-EY-OH | C14H18N20s 310.1165 310.1150 -4.84
16 | H-TF-OH Ci3H18N204 266.1267 266.1252 -5.64
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F32. abra Ac-GE11 (20) analitikai kromatogramja és MS spektruma
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F33. abra Dau=Ao0a-GE11 (21) analitikai kromatogramja és MS spektruma
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F34. abra Dau=A0a-GFLG-GE11 (22) analitikai kromatogramja és MS spektruma. A ~ jellel jelolt
csucsok a daunomicin tomegspektrometrias koriillmények kozott bekdvetkezd cukorvesztésébol szarmazo
fragmenshez tartoznak.
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F35. abra Dau=Aoa-YRRL-GEL11 (23) analitikai kromatogramja és MS spektruma. A  jellel jelolt
csucsok a daunomicin tomegspektrometrias koriillmények kozott bekovetkezo cukorvesztésébdl szarmazo
fragmenshez tartoznak.
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F36. abra Ac-D4 (24) analitikai kromatogramja és MS spektruma
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F37. abra Dau=A0a-D4 (25) analitikai kromatogramja és MS spektruma. A * jellel jeldlt csucsok a
daunomicin tomegspektrometrias koriilmények kozott bekdvetkezd cukorvesztésébol szarmazo
fragmenshez tartoznak.
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F38. abra Dau=A0a-GFLG-D4 (26) analitikai kromatogramja és MS spektruma. A “ jellel jellt csticsok a
daunomicin tomegspektrometrias koriilmények kozott bekdvetkezd cukorvesztésébdl szarmazod
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F39. abra Dau=Aoa-YRRL-D4 (27) analitikai kromatogramja és MS spektruma. A ~ jellel jelolt
csucsok a daunomicin tomegspektrometrias koriillmények kozott bekdvetkezo cukorvesztésébdl szarmazo

fragmenshez tartoznak.
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F40. abra A daunomicin UV-Vis spektruma 530-700 nm kozott 100 uM koncentracioban mérve
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F41. abra Dau=Aoa-GFLG-GE11-PEG (28) analitikai kromatogramja és MS spektruma
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F42. abra Dau=Ao0a-GFLG-GE11-Gs-PEG (29) analitikai kromatogramja és MS spektruma
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F43. abra Dau=Ao0a-GFLG-GE11-HbPG (30) analitikai kromatogramja és MS spektruma
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F44. abra Dau=Ao0a-GFLG-GE11-Gs-HbPG (31) analitikai kromatogramja és MS spektruma
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F45. abra Dau=Ao0a-GFLG-D4-PEG (32) analitikai kromatogramja és MS spektruma
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F46. abra Dau=Ao0a-GFLG-D4-Gs-PEG (33) analitikai kromatogramja és MS spektruma



0.7 1 —— Dau=Aoa DAHBPG 0t
1 . 553;.1
0.6 .
<4 844.4
0.5
4 15
§ 04
-g 4
2 031 1.0
E b
< 0.2 e
2+
0.1 4 24 12659
] J 03 10919 13%;.4
0.0
T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 J l |
) o0 1 O O I TR Y WO
R, (min) 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 miz
F47. abra Dau=Aoa-GFLG-D4-HbPG (34) analitikai kromatogramja és MS spektruma
0.3+ Intens_]
Dau=AcafGFLG~D4fG{HbPG x10%
0.2 '8
8
2
) 1.0
8 014
<
0.5
0.0
M 1 v T v 1 T 1 T 1
0 10 20 30 40 50
R, (min) ' 801 ‘ 1400 1600 suu miz
FA48. abra Dau=Aoa-GFLG-D4-Gs-HbPG (35) analitikai kromatogramja és MS spektruma
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F49. abra A Dau=Ao0a-GFLG-GE11-PEG konjugatum (28) DLS méreteloszlasa 100 uM koncentracioban
(balra), illetve a szort intenzitas értékek a koncentracid fliggvényében (jobbra)
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F50. abra A Dau=Ao0a-GFLG-GE11-Gs-PEG konjugatum (29) DLS méreteloszlasa 100 uM
koncentracidban (balra), illetve a szort intenzitas értékek a koncentracio fiiggvényében (jobbra)
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F51. abra A Dau=Ao0a-GFLG-GE11-HbPG konjugatum (30) DLS méreteloszlasa 100 uM
koncentracidban (balra), illetve a szort intenzitas értékek a koncentracio fiiggvényében (jobbra)
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F52. abra A Dau=Ao0a-GFLG-GE11-Gs-HbPG konjugatum (31) DLS méreteloszlasa 100 uM
koncentracioban (balra), illetve a szort intenzitas értékek a koncentracio fiiggvényében (jobbra)
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F53. abra A Dau=Ao0a-GFLG-D4-PEG konjugatum (32) DLS méreteloszlasa 100 uM koncentracioban
(balra), illetve a szort intenzitas értékek a koncentracio fiiggvényében (jobbra)
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F54. abra A Dau=Ao0a-GFLG-D4-Gs-PEG konjugatum (33) DLS méreteloszlasa 100 pM
koncentracidban (balra), illetve a szort intenzitas értékek a koncentracio fiiggvényében (jobbra)

Dau=Aoa-GFLG-D4-HbPG §....
] d=765nm
| PDI=0057
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0 T T e 10 — T — T T — T ———rrr
1 10 100 1000 10000 0.1 1 10 100 1000
Size (d, nm) ¢ (uM)

F55. abra A Dau=Aoa-GFLG-D4-HbPG konjugatum (34) DLS méreteloszlasa 100 uM koncentracioban
(balra), illetve a szort intenzitas értékek a koncentracié fliiggvényében (jobbra)



H-TK(Dau=Aoa)PR-OH
3.0 4

£=19.8 min
25|

2.0 -

Absorbance

t/ min

F56. abra H-TK(Dau=Ao0a)PR-OH (36) analitikai RP-HPLC kromatogramja

A B
Intens Intens
5 2+
x10 24 x10° 542.3
468.7 1.0 1+
6 1083.4
1+
1+ 0.8+
380.1 | o022
4 0.6
it 1+ 0.4
2 6831 954.2
1+ 1+
130.1 1083.2 21 ol
02 471.7 1+
{ l l I l 954.2
0 \Lli s .“l A IL . ‘L . i : i . : ] 0.0 |"“ il ||..|Il . LI .:nll ll . l . " ‘ . .
200 400 600 800 1000 1200 1400 200 400 600 800 1000 1200 1400
m/z m/z

F57. abra 36 ESI-MS spektruma (A) az altalanosan alkalmazott koriilmények (0,1% ecetsav / acetonitril:viz
(1:1, VIV)) és (B) az optimalizalt korilmények (NHsOAc (pH 6,7):acetonitril (1:1, V/V)) kozott



For-TK(Dau=Aoa)PR-OH

209 £=20.4 min

Absorbance

0.5 -
0.0 t

t/ min

F58. abra For-TK(Dau=Ao0a)PR-OH (37) analitikai RP-HPLC kromatogramja

A B
Intens, Intens
2+ 4
x10° san3 x10 1+
1.25- 11114
8,
1.00+ -
6 556.3
0.75-
2+ 1+ 4
0.504 482.7 982.2
0257 14 1+ 2_131;1 1+
130.1 11112 - 982.2
0.00 Wl -“hr" .* l Llartoo Ly l —— 0 -.‘h .“.lu.u 0 \ fa——————
200 400 600 800 1000 1200 1400 200 400 600 800 1000 1200 1400
m/z m/z

F59. abra 37 ESI-MS spektruma (A) az altalanosan alkalmazott koriilmények (0,1% ecetsav / acetonitril:viz
(1:1, V/V)) és (B) az optimalizalt korilmények (NHsOAc (pH 6,7):acetonitril (1:1, V/V)) kdzott



Absorbance

0.5 4

0.0

H-TK(Dau=Aoa-GFLG)PR-OH

t=21.8 min

20
t/ min

30

F60. abra H-TK(Dau=Aoa-GFLG)PR-OH (38) analitikai RP-HPLC kromatogramja

A

B

Intens,
X1UE:

1.25
1.00-5
0.75—2
0.50—2

0.25-
1 1+
{130.1

L

1+
380.1

3+
437.6

h.

2+

729.4
2+

664.9

"\
¥

L.

1+
1457.3

L

Intens.

x10°
2.0

1.51

1.0

0.5

0.0

2+
729.5

1+
1458.0

1

0.00 14

F61. abra 38 ESI-MS spektruma (A) az altalanosan alkalmazott koriilmények (0,1% ecetsav / acetonitril:viz

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

m/z

1 n
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

(1:1, V/V)) és (B) az optimalizalt korilmények (NHsOAc (pH 6,7):acetonitril (1:1, V/V)) kdzott

m/z



Absorbance

2.0 -

0.5 -

0.0

H-[TK(Dau=Aoa)PR],-OH

£=19.1 min

t/ min

30

F62. abra H-[TK(Dau=Ao0a)PR]>-OH (39) analitikai RP-HPLC kromatogramja

A B
Intens. Intens >
] +
X106 | 1+ 3+ 5
124 1301 g x10 1074.7
| 1.25
J 3+
10 624.7
08 1.00
3+
716.9
0.6- 0.75
1+
380.1
0.4- 0.50
| 3+
716.7 1+
0.2 0.25- 130.1
9451 2+
1 \ 1074.0 l
ool..‘.l. i ..l‘l.'*..... e T oo L
' 200 400 600 800 1000 1200 1400 200 400 600 800 1000 1200 1400
m/z m/z

F63. abra 39 ESI-MS spektruma (A) az altalanosan alkalmazott koriilmények (0,1% ecetsav / acetonitril:viz
(1:1, V/V)) és (B) az optimalizalt korilmények (NHsOAc (pH 6,7):acetonitril (1:1, V/V)) kdzott



For-[TK(Dau=Aoa)PR],-OH

2.5
t.=19.5 min

2.0 -

Absorbance

0.5

0.0

t/ min

F64. abra For-[TK(Dau=Ao0a)PR].-OH (40) analitikai RP-HPLC kromatogramja

A B
Intens. Intens
6 - 3+ 2+
x10" | 683.2 x10° 1088.8
] 2.0
1.5
] 1.5
1.0
1 1.01
| 1+ 3 3+ 3+
4 +
0'5_ 130.1 734.1 726.2 0.5 726.3 1+
2+ 1451.3
l 959.6 l
o,o_'L| — ll. R N N PTUN ] W o0
200 400 600 800 1000 1200 1400 200 400 600 800 1000 1200 1400
m/z m/z

F65. abra 40 ESI-MS spektruma (A) az altalanosan alkalmazott koriilmények (0,1% ecetsav / acetonitril:viz
(1:1, V/V)) és (B) az optimalizalt korilmények (NHsOAc (pH 6,7):acetonitril (1:1, V/V)) kdzott



Absorbance

0.5 -

0.0

H-[TK(Dau=A0a-GFLG)PR],-OH

£,=22.2 min

t/ min

30

F66. abra H-[TK(Dau=Ao0a-GFLG)PR].-OH (41) analitikai RP-HPLC kromatogramja

3+

966.5 2+

1445.1

A B
Intens. Intens
54 3+ 5
x10° | ” 9233 x10
1130.1 4+ 257
b 651.6
4 4+
1 692.8
] 2.0
] 4+
3 725.0
] “ 1.51
1 3+
o] 380.1 880.2
] 3+ 1.01
b 966.3
ke 0.5
2+
| 1319.7
- i T II U T ll T T T T T T I
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 ..

F67. abra 41 ESI-MS spektruma (A) az altalanosan alkalmazott koriilmények (0,1% ecetsav / acetonitril:viz

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

(1:1, V/V)) és (B) az optimalizalt korilmények (NHsOAc (pH 6,7):acetonitril (1:1, V/V)) kdzott

m/z
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I. A doktori értekezés adatai
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1. A doktori értekezés szerzdjeként

a) hozzajarulok, hogy a doktori fokozat megszerzését kdvetden a doktori értekezésem és a tézisek
nyilvanossagra keriiljenek az ELTE Digitélis Intézményi Tudastarban. Felhatalmazom a
Természettudomanyi kar Dékéani Hivatal Doktori, Habilitaciés és Nemzetkdzi Ugyek Csoportjinak
tigyintéz6jét, hogy az értekezést és a téziseket feltdltse az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarba, és
ennek soran kitdltse a feltdltéshez sziikséges nyilatkozatokat.

b) kérem, hogy a mellékelt kérelemben részletezett szabadalmi, illetdleg oltalmi bejelentés
kozzétételéig a doktori értekezést ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban és az ELTE
Digitalis Intézményi Tudastarban;

c) kérem, hogy a nemzetbiztonsagi okbdl mindsitett adatot tartalmazoé doktori értekezést a mindsités
(datum)-ig tart6 idGtartama alatt ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban és az ELTE
Digitalis Intézményi Tudéstarban;

d) kérem, hogy a mii kiadasara vonatkozo mellékelt kiad6 szerzddésre tekintettel a doktori értekezést
a konyv megjelenéséig ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban, és az ELTE Digitalis
Intézményi Tudastarban csak a konyv bibliografiai adatait tegyék kozz¢. Ha a konyv a
fokozatszerzést kovetdn egy évig nem jelenik meg, hozzajarulok, hogy a doktori értekezésem és a
tézisek nyilvanossagra keriiljenek az Egyetemi Konyvtarban és az ELTE Digitélis Intézményi
Tudéastarban.

2. A doktori értekezés szerzéjeként kijelentem, hogy

a) az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarba feltoltendd doktori értekezés €s a tézisek sajat eredeti,
0nallo szellemi munkdm és legjobb tudomasom szerint nem sértem vele senki szerzoi jogait;

b) a doktori értekezés és a tézisek nyomtatott valtozatai és az elektronikus adathordozon benyujtott
tartalmak (szoveg €s abrak) mindenben megegyeznek.

3. A doktori értekezés szerzdjeként hozzajarulok a doktori értekezés és a tézisek szovegének
plagiumkeresd adatbazisba helyezéséhez €s plagiumellendrzd vizsgalatok lefuttatasdhoz.
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