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Rövidítésjegyzék 
 

7TM 7-transzmembrán 

ALA δ-aminolevulinsav 

Aoa aminooxiecetsav 

Aβ -amiloid peptid  

BBB vér-agy gát (blood-brain barrier) 

Boc terc-butiloxikarbonil 

BOP (benzotriazol-1-il-oxi)-trisz(dimetilamino)-foszfónium hexafluoro-foszfát 

BSA szarvasmarha szérum albumin 

Bu butiril 

cac kritikus aggregációs koncentráció  

CI sejtindex 

cpm percenkénti beütésszám 

Dau daunomicin 

DBU 1,8-diazabiciklo[5.4.0]undek-7-én 

DCM diklórmetán 

Dde (4,4-dimetil-2,6-dioxociklohexilidén)etil 

DIC N,N’-diizopropil-karbodiimid 

DIPEA diizopropil-etilamin 

DLS dinamikus fényszóródás mérés  

DMAP 4-dimetilamino-piridin 

DMF N,N-dimetil-formamid  

DMSO dimetilszulfoxid 

EAK poli-[Lys(Glui-DL-Alam)] (elágazó láncú polipeptid) 

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav 

EGF  epidermális növekedési faktor  

EGFR epidermális növekedési faktor receptor  

EMEM Eagle’s minimum essential medium 

ESI elektrospray ionizáció  

ESI-MS elektrospray ionizációs tömegspektrometria 

FBS magzati borjú szérum 

Fmoc 9-fluorenil-metiloxikarbonil 

FSH follikulus stimuláló hormon  

Glp piroglutaminsav 

GnRH gonadotropin-releasing hormon  

GnRH-R gonadotropin-releasing hormon receptor 

HbPG hiperelágazásos poliglicidol 

HER-2 human epidermális növekedési faktor receptor 2-es típusa 
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HNSCC fej-nyaki laphámsejtes karcinóma  

HOBt 1-hidroxi-benzotriazol  

HPMA N-(2-hidroxi-propil)metakrilamid 

HSP heat-shock protein 

LDLR alacsony sűrűségű lipoprotein-receptor 

LH luteinizáló hormon  

LRP alacsony sűrűségű lipoprotein receptor-kapcsolt fehérje 

MALDI mátrix segített lézer deszorpciós ionizáció  

Mtt 4-metil-tritil  

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid 

NP nanorészecske 

NRP-1 neuropilin-1 

NSCLC nem-kissejtes tüdőkarcinóma 

Oxyma Pure etil-2-ciano-2-(hidroxi-imino)-acetát 

Pbf 2,2,4,6,7-pentametil-dihidrobenzofurán-6-szulfonil  

PBS foszfát pufferes sóoldat 

PDI polidiszperzitás index 

PDT fotodinamikus terápia  

PEG poli(etilén glikol) 

PpIX protoporfirin IX 

PS fényérzékenyítő hatóanyag (photosensitizer) 

PyBOP (benzotriazol-1-il-oxi)-trisz(pirrolidino)-foszfónium hexafluoro-foszfát 

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

hexafluoro-foszfát 

RP-HPLC fordított fázisú nagy hatékonyságú folyadékkromatográfia 

TBST BSA-t és Tween-20-at tartalmazó 0,1 M Tris-puffer 
tBu terc-butil 

TFA trifluorecetsav 

TIS triizopropilszilán 

TMA szöveti microarray  

TNM tumor, csomó és metasztázis 

tPA szöveti plazminogén aktivátor  

Tris trisz-(hidroximetil)-amino-metán  

Trt tritil 

UV  ultraibolya 

VEGF vaszkuláris endoteliális növekedési faktor  

VEGF-R vaszkuláris endoteliális növekedési faktor receptor  

Vis látható fény 
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1 Bevezetés 
 

A XX. század gyógyszerkutatása nagyrészt kismolekulás hatóanyagok fejlesztésére irányult. 

Bár ezek előállítási költsége, membrán permeabilitása, kémiai és metabolikus stabilitása, illetve 

orális biohasznosulása az esetek többségében kedvező, a szelektivitás hiánya jelentős 

mellékhatásokat okozhat. Ezért a korábbi "klasszikus" szerves kémiai módszereken alapuló és a 

Lipinski-féle 5-ös szabályt (a molekulák móltömege 500 Da-nál kisebb, a hidrogénkötésre 

alkalmas donoratomok száma kisebb 5-nél, a hidrogénkötés-akceptorok száma kisebb 10-nél, 

illetve az oktanol-víz megoszlási hányados (logP) kisebb 5-nél) figyelembe vevő hatóanyag-

kutatás helyébe az elmúlt néhány évtizedben egyre inkább a tudatosan tervezett, célspecifikus, 

szelektív megközelítés lépett, így a század végétől jelentősen fellendült a fehérje- és peptid-alapú 

gyógyszerek fejlesztése.1,2 

A peptid-alapú gyógyszerek 5-50 aminosavból álló biológiai hatással rendelkező vegyületek, 

melyek méretben a kismolekulák és a fehérjék közé esnek. Általában hatékonyságuk és 

szelektivitásuk lényegesen nagyobb, míg a legtöbb esetben toxicitásuk a kisebb szöveti 

akkumuláció miatt jelentősen alulmarad a kis molekulatömegű szerves hatóanyagokhoz képest. 

Továbbá az alacsonyabb előállítási költségük, nagyobb stabilitásuk, magasabb aktivitásuk, jobb 

szöveti penetrációjuk és kisebb immunogén hatásuk előnyösebbé teszik a peptideket az antigén 

típusú fehérjékkel szemben is. Hátrányuk azonban a rövid plazma felezési idő, az alacsony receptor 

szelektivitás és a rossz orális biohasznosulás, melyek kiküszöbölésére napjainkban már számos 

kutatás irányul. Az eredmények alapján ezen problémákra megoldást jelenthet a különböző 

molekulákkal (pl. poli(etilénglikol)-lal, lipidekkel, fehérjékkel) való konjugáció.1,2  

A peptidek nagy kémiai és biológiai változatossága számos betegség, például 

anyagcserezavarok, szív- és érrendszeri betegségek vagy tumorok gyógyítását teheti lehetővé. Az 

aktív kutatások és fejlesztések hatására a természetben előforduló natív molekulák peptid analógjai 

már megtalálhatók a klinikumban alkalmazott gyógyszerek között. Mára már 60 peptid-alapú 

gyógyszer engedélyezett az Egyesült Államokban, Európában és Japánban, és jelenleg is több, mint 

150 jelölt vesz részt aktív humán klinikai vizsgálatokban (1. ábra).2  
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1. ábra A terápiás célú peptidek száma a különböző gyógyszerkutatási fejlesztési fázisokban2 

 

Doktori kutatásom során irányított tumorterápiában alkalmazható peptid-alapú 

hatóanyaghordozó rendszerek tervezésével és szintézisével foglalkoztam. A munkám során 

különféle irányító peptidmolekulákat (GnRH, Angiopep-2, GE11, D4, tuftsin) és hatóanyagokat 

(protoporfirin IX, daunomicin), valamint egyes esetekben enzim-labilis spacereket (GFLG, VA, 

YRRL) tartalmazó konjugátumokat állítottam elő. Ezek révén tanulmányoztam az irányító 

molekula szerkezetének és a hatóanyagok számának és pozíciójának szerepét és fontosságát a 

konjugátumok biológiai hatékonyságára. Kutatásom kiterjedt ezen konjugátum rendszerek 

esetleges oldhatósági és tömegspektrometriás azonosíthatósági problémáinak feltérképezésére és 

azok megoldására is.  
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2 Irodalmi áttekintés 
 

2.1 A rák: a gyógyíthatatlan betegség? 

A régi mondás szerint a rák olyan régi, mint az emberiség. Ám paleopatológiai kutatások azt 

mutatják, hogy a daganatok már jóval azelőtt megjelentek állatokban, mielőtt az ember kifejlődött 

volna. Az orvostudomány legkorábbi írásos emléke a rákról az Edwin Smith-papiruszban található, 

amelyet i.e. 3000-ben írtak, és egy emlőrákot ír le. A szerző arra a következtetésre jutott, hogy a 

mell duzzadt daganata egy súlyos betegség, melyet nem lehet kezelni. Hippokratészt (i.e. 460-375) 

a daganatok egy mozgó rákra emlékeztették, ami később a karcinóma (karcinosz görögül rákot 

jelent) elnevezéshez vezetett. Ő különböző gyógymódokat alkalmazott a különböző tumoros 

elváltozások ellen, azonban a legtöbb daganatot gyógyíthatatlannak tartotta.3 Noha a betegséget 

már évezredek óta ismerjük, csak a XX. században sikerült áttörést elérni a gyógyításában és a 

diagnózisában. Ennek ellenére még a mai napig nem találtak igazán hatékony gyógymódot a rák 

gyógyítására, mely elsősorban a betegség sokféleségéből adódik. 

A rák egy gyűjtőfogalom, amely száznál is több betegséget foglal magába. A daganat 

kialakulása minden esetben genetikai meghibásodásra vezethető vissza, mely során felborul a 

sejtnövekedést serkentő és gátló szabályozás, így az érintett sejtek kontrollálatlan osztódásba 

kezdenek. Ennek hatására egy sejttömeg alakul ki, amely átlépi a bazális laminát, megtámadja a 

környező szöveteket, végül elterjed az egész testben, úgynevezett áttéteket képezve. Ez az 

átalakulás egy többlépéses folyamat, melyet mind környezeti, mind örökletes tényezők 

befolyásolnak.  

A rák kialakulásához vezető környezeti hatások különfélék lehetnek. Rákkeltő hatásúak például 

azok az ionizáló sugárzások (ultraibolya-, röntgen-, radioaktív béta- és gamma-sugárzás), amelyek 

elérik a kémiai kötések gerjesztéséhez, felszakításához szükséges küszöbenergiát, és így képesek 

közvetlenül vagy közvetve a DNS-ben molekuláris változást előidézni. A kémiai karcinogének (pl. 

epoxidok, aromás aminok, policiklusos aromás szénhidrogének) elsősorban elektrofilek, vagy a 

szervezetben azzá alakulnak, és így képesek a sejt fő összetevőit (DNS, RNS, fehérjék) módosítani. 

A rák kialakulásához továbbá hozzájárulhatnak különböző onkogén vírusok (pl. Hepatitis B és C, 

humán papillomavírus), melyek vagy közvetlenül károsíthatják a gazdasejt DNS-ét, vagy krónikus 

gyulladást váltanak ki, illetve további jelentős kockázatot jelent a hosszú ideig tartó stressz is.4 
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A legtöbb daganat monoklonális eredetű, azaz egyetlen sejtből alakul ki genetikai változások 

felhalmozódása és klonális növekedés eredményeként. A folyamat három lépésből áll: az első, 

irreverzibilis lépés az iniciáció, amely során a sejtben spontán módon, vagy külső hatásokra az 

osztódást, sejthalált és differenciálódást érintő mutációk keletkeznek. Az ezt követő, időben 

elhúzódó, reverzibilis folyamat a promóció, amely során a mutációkat tartalmazó sejtből 

osztódással klón jön létre. A harmadik lépés a progresszió, ami a sejtek invazívvá (áttétképzésre 

hajlamossá) válását, és így rosszindulatú daganat, vagyis rák kialakulását eredményezi. A 

jóindulatú tumoroknak, melyek nem képesek elhagyni a keletkezésük helyét és áttéteket képezni, 

is lehet káros hatása, a potenciális letalitás azonban elsősorban a rosszindulatú daganatokhoz 

köthető.5 

Az iniciáció során általában a DNS-javító mechanizmusok is sérülnek, tehát a mutációs ráta 

megnő, ami az osztódási ráta növekedésével együtt extrém mennyiségű mutáció kialakulásához 

vezet. A legtöbb tumorsejt több ezer pontmutációt és több száz kromoszómamutációt tartalmaz. A 

mutációk lehetnek a daganat kialakulásához érdemben hozzájáruló úgynevezett „driver”, és a 

tumorfejlődés szempontjából közömbös ún. „passenger” mutációk. A mutációk mellett 

epigenetikai folyamatok (metilációs mintázat- vagy kromatinszerkezet-változások) is 

közrejátszhatnak a rák kialakulásában. 

A rákhoz vezető út legfontosabb eleme az osztódási homeosztázis felborulása: a sejtek elvesztik 

az apoptózisra való készségüket, képesek lesznek folyamatos növekedésre és osztódásra, a 

jelátviteli útvonalakon érkező antiproliferációs szignálokra pedig érzéketlenné válnak. A folyamat 

előrehaladtával egyre kevésbé jellemző rájuk a differenciáltság, ez teszi lehetővé a fokozott és 

teljes élettartamuk alatt fennmaradó osztódási aktivitást. Emellett gyakran képesek a környező 

egészséges sejteket is a saját szolgálatukba állítani, például érképződést (angiogenezist) indukálni, 

ezáltal egy speciális mikrokörnyezetet, ún. tumorsztrómát hoznak létre az őket körülvevő 

szövetben. 

A progresszió stádiumában megjelenhetnek a kariotípust érintő genetikai változások, például 

hiányzó és extra kromoszómák, nagyobb léptékű transzlokációk, vagy akár több sejtmagvúság is 

előfordulhat. Gyakori a sejtmorfológia megváltozása és az adhéziós kapcsolatok sérülése, ami 

kulcsfontosságú a rosszindulatú daganat kialakulásában, hiszen így a sejtek a vérárammal távoli 

szövetekbe is eljuthatnak, és ott áttéteket (metasztázisokat) képezhetnek.6 
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Hazánkban 2018-ban a különböző rákbetegségek a halálozások 25%-át okozták,7 és sajnos 

világviszonylatban is az elsők között található Magyarország. A népességszámot is figyelembe 

véve a nők a negyedik, míg a férfiak a második helyen állnak a halálozási listán.8 

Általánosan elmondható, hogy a rákbetegségekre sokféleségük miatt nincs általános gyógymód. 

A terápia meghatározása a tumor fajtájától, elhelyezkedésétől és előrehaladottságától (a tumor 

mérete, nyirokcsomók közelsége és az áttétek jelenléte vagy hiánya), valamint a beteg általános 

állapotától is függ. A kezelés célja mindig a rák teljes eltávolítása a szervezet többi részének 

károsítása nélkül. Ha ez nem lehetséges, akkor a cél a beteg életének meghosszabbítása úgy, hogy 

a hátralévő életét elfogadható életminőségben tölthesse. A kezelés történhet sebészeti úton, sugár-

, immun-, hormon-, kemo- vagy irányított terápiával, illetve ezek valamilyen kombinációjával. 

2.1.1 Tumoros megbetegedések kezelése 

A sebészi megoldás a leggyakrabban alkalmazott módszer a rákterápiában. Ha a daganat jól 

lokalizálható és jól hozzáférhető, akkor még ma is a műtét a legjobb választás a gyógyuláshoz. A 

beavatkozás során nem csak a látható daganatot távolítják el, hanem a környező ép szövetek egy 

részét is a tumor szóródásának elkerülése érdekében. Az adott szerv környékén lévő őrszem 

(sentinel) nyirokcsomókat is az esetek többségében eltávolítják, mivel metasztázis során itt 

keletkezhetnek először áttétek.9  

A sugárterápia napjainkban a daganatos betegek kezelésében a második leggyakrabban 

alkalmazott terápiás eljárás. Wilhelm Conrad Röntgen 1895-ban fedezte fel a röntgen-sugárzást, 

amelyet 3 évvel később már rákgyógyításra is használtak. Napjainkban a kezeléshez gyorsított 

elektronokat, 60Co, 125I, 103Pd vagy 106Ru sugárforrásokat használnak. A nagy energiájú ionizáló 

sugárzás károsítja a DNS-t, ezáltal gátolja a sejtosztódást, így felhasználható a tumorsejtek 

elpusztítására vagy a daganat méretének csökkentésére. A radioterápia legeredményesebben – a 

sebészi terápiához hasonlóan – a jól körülhatárolható tumorok esetében használható; elsősorban 

méhnyak-, fej-nyaki-, gége- és tüdőrák esetében alkalmazzák, de a módszerrel leukémia vagy 

nyirokcsomórák is kezelhető. A terápia nem szelektív, tehát a hatás érinti az egészséges sejteket is, 

de a mai technikával a nagy dózisú besugárzás a mélyen fekvő rákos szövetekre is pontosan 

irányítható, a normál szövetek minimális roncsolása mellett.10 

Az immunterápia a szervezet saját természetes védekező rendszerét serkentve, az 

immunreakciókban résztvevő fehérvérsejteket aktiválva vagy támogatva küzd a rákos 
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megbetegedések ellen. Elsősorban kis kiterjedésű tumorok esetén alkalmazható, általában a 

hagyományos kezelések kiegészítéseként alkalmazzák. Az aktív immunizáció során a beteget a 

daganatból készített vakcinával oltják be, így segítve az immunrendszert a daganatos sejtek 

felismerésében. A tumorsejtek biológiájának egyre jobb megértésével olyan szerek (pl. 

interferonok, interleukinek, más citokinek) fejleszthetők ki, melyek utánozzák vagy befolyásolják 

a természetes immunválaszt, ezáltal kontrollálva a sejt növekedését. Ezt a módszert passzív 

immunterápiának nevezik. Az immunterápia napjaink egyik legígéretesebb formája a 

monoklonális antitest terápia, ahol az antitestek a tumorsejt felszínén található receptorokhoz 

kapcsolódnak, ezáltal a sejt vagy elpusztul, vagy beindulnak olyan immunfolyamatok, amelyek a 

sejt pusztulását okozzák. Az első klinikumban is alkalmazott monoklonális antitestek a rituximab 

(Rituxan) és trastuzumab (Herceptin) voltak, melyeket az 1990-es évek vége felé fejlesztettek ki a 

non-Hodgkin limfóma illetve a HER-2 pozitív mellrák ellen.11 

A hormonterápia során, melynek alapjait a XIX. század végén Thomas Beatson fektette le, 

általában a szervezetben termelt hormonok hatásait gátolják. Beatson azt találta, hogy a mellrákban 

szenvedő betegeknél a petefészek eltávolítása javulást eredményez, így már a hormon felfedezése 

előtt felismerte a női petefészek hormon, az ösztrogén stimuláló hatását az emlőrákra.12 A XX. 

század során megértették a hormonok daganatsejtekre gyakorolt hatás mechanizmusát, az új 

gyógyszerek (pl. aromatáz-gátlók, luteinizáló hormon-felszabadító hormon (LHRH) analógok és 

inhibitorok) pedig nagyban megváltoztatták a hormonfüggő daganatok (mell-, petefészek, 

prosztatarák) kezelését.  

2.1.2 Kemoterápia 

Kemoterápiát először több, mint 60 évvel ezelőtt használtak limfóma gyógyítására. A módszer 

lényege, hogy a beteget olyan hatóanyagokkal kezelik, amelyek a tumorsejteket elpusztítják 

(citotoxin), vagy szaporodásukat gátolják (citosztatikum). Az eljárást általában az előrehaladott 

vagy áttétes rákos megbetegedések gyógyítására használják. 

A tumorokban a normál szövetekhez képest jelentősen nagyobb az osztódó sejtek aránya, ezért 

a hagyományos kemoterápiás eljárások célpontjai az osztódásban lévő, illetve az osztódás felé 

haladó (proliferálódó) sejtek. A kemoterápiás szerek vagy a DNS megkettőződését, vagy az 

újonnan létrejött kromoszómák szétválását gátolják. Ugyanakkor a szervezetben jelenlevő és 

élettani körülmények között is viszonylag gyorsan megújuló szövetek (pl. csontvelő, szőrtüsző, 
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száj- és bélnyálkahártya) is célpontot jelentenek a citotoxikus drogoknak, számos mellékhatást 

kiváltva. A hajhullás a leginkább szemmel látható ilyen hatás, de gyakran jelentkezik 

fáradékonyság, hányinger és hányás is. Mivel a kezelés károsítja a csontvelőt is, csökken a 

fehérvérsejt-szám, így könnyebben alakulhatnak ki különböző fertőzések, illetve 

gyógyszerspecifikus mellékhatások is felléphetnek, úgymint a kardiotoxicitás, a veseelégtelenség 

vagy a teratogén hatás.13 A módszer hatékonyságát korlátozza még, hogy a tumorsejtek 

rezisztenssé válhatnak az alkalmazott szerekkel szemben (multidrog rezisztencia). 

Az alkalmazott gyógyszerek mennyiségének növelése fokozza a hatékonyságot, azonban a 

mellékhatások súlyosságát is növeli. A hatékonyságot a különböző támadáspontú szerek kombinált 

alkalmazása is növelheti. Ez a kombinált kemoterápia, melyet leggyakrabban leukémia és egyes 

limfómák esetén alkalmaznak.14  

2.1.2.1 Kemoterápiában alkalmazott hatóanyagok 

A daganatterápiában alkalmazott anyagok lehetnek az élővilág biológiailag aktív anyagai (pl. 

antraciklinek, kriptoficinek), melyek egy része a népi gyógyászatból is ismert hatóanyag (pl. 

Vinca-alkaloidok), azok félszintetikus származékai (pl. etopozid), sejtbiológiai ismeretek alapján 

szintetizált molekulák (pl. metotrexát, 5-fluoruracil), illetve hatásmechanizmus (pl. taxol) vagy 

kémiai reakció típusa alapján (alkilezőszerek, mustárnitrogének) választott vegyületek. 

A hatóanyagok azonban nem csak eredetük, hanem hatásmechanizmusuk alapján is 

csoportosíthatók. Így az alábbi típusok különböztethetők meg: 

• antimetabolitok: főként nukleotid bioszintézis gátlók, melyek a DNS szintézishez szükséges 

enzimeket vagy anyagcserét gátolják. Ilyen hatóanyagok pl. a metotrexát és az 5-fluoruracil. 

• alkilezőszerek: keresztkötéseket hoznak létre a DNS-láncok között, mellyel gátolják a 

replikációt. Ilyen pl. a melfalán és a ciszplatin. 

• topoizomeráz-gátlók: a DNS-sel interkalációs komplexet hoznak létre, mint pl. az 

antraciklinek és az etopozid. 

• antimitotikumok: gátolják a mitotikus orsó kialakulását. Ilyen hatóanyagok pl. a Vinca-

alkaloidok és a taxol. 

• jelátviteli mechanizmust módosítók, melyek lehetnek sejtfelszíni receptor vagy kináz-gátlók. 

Ilyen pl. a trastuzumab, az imatinib vagy a flavopiridol. 

• proteoszóma és HSP-gátlók, mint pl. a bortezomib és a geldanamicin. 

• fehérjeszintézis szabályozását gátlók, pl. az aszparagináz vagy a rapamicin. 
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• hormonszármazékok: elsősorban aromatázgátlók, LH-RH vegyületek, szomatosztatin 

származékok. Ilyenek pl. a letrozol, a triptorelin és az octreotid. 

• citokinek, pl. az interferonok és az interleukinek 

• antimetasztatikus gyógyszerek, mint pl. a biszfoszfonátok. 

• egyéb biológiai hatóanyagok, melyek lehetnek pl. antitestek vagy vakcinák. 

Citotoxikusnak nevezzük azokat a gyógyszereket, amelyek elpusztítják a rákos sejteket és szinte 

kizárólag a sejtproliferációt fenntartó molekuláris tényezőket károsítják. Ide sorolhatók az 

antimetabolitok, az alkilezőszerek, a topoizomeráz gátlók és az antimitotikumok. Ezzel szemben 

citosztatikusnak nevezzük azokat az anyagokat, melyek a tumorsejtek szabályozási zavarát 

módosítják vagy a tumorprogressziót korlátozzák, ezáltal leállítva a sejtproliferációt. Ilyen 

hatóanyagok a jelátviteli mechanizmust módosítók, a proteoszóma és HSP-gátlók, illetve a 

fehérjeszintézis szabályozását gátlók. Ez a felosztás természetesen nem kizárólagos, hiszen a 

citotoxikumok a kezelés korai szakaszában a koncentrációtól és a sejt típusától függően előbb 

leállítják a sejtosztódást, tehát citosztatikus hatást is mutatnak, míg egyes citosztatikumok a 

sejtszabályozás módosításának következményeként elpusztítják a sejtet.4 

A doktori munkám során én daunomicint használtam a biokonjugátumok előállítására, ezért az 

alábbiakban ezt a hatóanyagot részletesebben is bemutatom. 

 

2.1.2.2 Daunomicin 

A daunomicin (daunorubicin, Dau) a doxorubicin, epirubicin és idarubicin mellett az 

antraciklinek családjába tartozik, a Streptomyces peucetius baktérium termeli antibiotikumként. 

Széles körben alkalmazzák a leukémia és egyes szarkómák kemoterápiás kezelése során.15 

A daunomicin vörös színű kristályos anyag, a kereskedelemben hidroklorid sója kapható. 

Szerkezete a 2. ábra látható. A kondenzált tetraciklusos gyűrűrendszerhez (aglikon rész) egy cukor, 

az L-daunózamin kapcsolódik.16 
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2. ábra Daunomicin szerkezete és konjugációra alkalmas funkciós csoportjai 

 

A daunomicin biológiai hatásait először 1964-ben írták le.17 Azt találták, hogy a Dau gátolja a 

DNS szintézisét, ezáltal a sejtek osztódását is. Későbbi kutatások kimutatták, hogy a kezelés során 

alkalmazott dózis befolyásolja a hatásmechanizmust is. A sejtben keletkezhetnek szabad gyökök, 

így szerepe lehet a lipidperoxidációban, interkalálódhat, alkilezheti a DNS-t, befolyásolhatja a 

DNS-szálak szétválását és a helikáz enzim aktivitását, valamint gátolhatja a topoizomeráz II 

enzimet, melynek fontos szerepe van a DNS transzkripcióban.15 

Mivel a daunomicin nem csak a daganatos, hanem az egészséges sejtekre is hatással van, ezért 

számos nem kívánatos és bizonyos esetekben toxikus mellékhatással is bír, mint például a hányás, 

hasmenés, étvágytalanság, a hajhullás, a kardiotoxicitás és az immunszupresszió. Ezen kívül a 

bőrrel érintkezve hólyaghúzó hatású, és allergiát is okoz. Ugyanakkor a kemoterápia során fellépő 

káros mellékhatások elkerülése és a terápiás dózis emelése érdekében a daunomicint különböző 

hordozókhoz, mint például polimerekhez (pl. HPMA18 és EAK19) vagy oligopeptidekhez20–23 

kapcsolhatjuk vagy esetleg liposzómákba zárhatjuk (DaunoXome19,24).  

A hordozóhoz való konjugálásra több lehetőség van, hiszen a daunomicinnek két konjugációra 

alkalmas funkciós csoportja van: a daunózamin aminocsoportja és az aglikon rész 13-as C-atomján 

található oxocsoport (2. ábra). Ha hidrazonkötést alakítunk ki a konjugátumban, akkor a kötés pH 

érzékenysége (pH < 5 bomlik) miatt a tisztíthatóság nehézkessé válik,25 míg ha a cukorrész 

aminocsoportján alakítjuk ki a kötést, akkor a konjugátum biológiai hasznosíthatósága jelentősen 

csökken.26 Az aminocsoporton keresztül történő konjugáció a biológiai hatás elvesztése nélkül 

abban az esetben lehetséges, ha úgynevezett „self-immolative” linkereket használunk.27 Ebben az 
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esetben egy biológiailag kevésbé hatékony úgynevezett „prodrug” formát alakítanak ki, ahol a 

„self-immolative” linker a hordozó molekulát és a hatóanyagot kapcsolja össze. A linker hasadását 

valamilyen külső körülmény (enzim hasítás, pH változás, redox reakció) okozza, mely elindít egy 

kaszkád eliminációs folyamatot, ami végül a szabad hatóanyag felszabadulásához vezet.28,29 

A munkám során a daunomicin peptidekhez történő kapcsolásához oximkötés kialakítását 

választottam. Ehhez a peptidekhez egy aminooxiecetsavat kapcsoltam, amely alkalmas arra, hogy 

a daunomicin oxocsoportjával oximkötést alakítson ki egy kemoszelektív ligációs eljárásban (3. 

ábra). 

 

3. ábra Az aminooxiacetilezett peptid reakciója daunomicinnel 

 

2.1.2.3 A daunomicin fragmentációja tömegspektrometriás körülmények között 

Fehérjék, peptidek és biokonjugátumok tömegspektrometriás vizsgálata során elsősorban lágy 

ionizációs technikákat (elektrospray ionizáció (ESI), mátrix segített lézer deszorpciós ionizáció 

(MALDI)) alkalmaznak. Ilyen körülmények között intakt protonált ionok keletkeznek, melyek 

segítik a spektrum értelmezését. Azonban egyes molekulák esetén a lágy ionizációs körülmények 

között nem csak az intakt molekulát detektáljuk, hanem különböző fragmensek is megjelennek a 

spektrumban. Ez a jelenség a daunomicin esetében is fellép, ami jól megfigyelhető a 4. ábra.  
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4. ábra A daunomicin fragmentációja az általánosan alkalmazott ESI-MS körülmények között.  

A szerkezetek a semleges, nem protonált molekuláknak felelnek meg. 

 

Ez a fragmentáció az ionforráson belül történik, és jellegzetes fragmens ion mintázatot ad. A fő 

fragmentációs útvonal a glikozidos kötés hasadása, a töltés pedig vagy az aglikon vagy a 

daunózamin fragmensen marad.30 A cukorrész (m/z 130,0) lehasadása hidroxil-funkciós aglikon 

részt (m/z 528,0-129,0 = 399,0) vagy telítetlen aglikont (m/z 528,0-147,0 = 381,0) eredményez. 

Ez a jellegzetes fragmentáció megfigyelhető a daunomicin konjugátumainak vizsgálata során 

is, azonban a fragmentáció mértéke erősen függ a konjugátum szerkezetétől. Korábbi 

megfigyelések alapján kijelenthető, hogy a fragmentáció bázikus oldalláncot tartalmazó 

aminosavak (pl. lizin és arginin) jelenlétében fokozottabb. További problémát okoz, hogy a 

glikozidos kötés savas körülmények között, a konjugátumok szintézise és tisztítása során is 

hasadhat, és a cukorrész elvesztése jelentősen csökkenti a biológiai hatást.26 Az így kapott 

melléktermék tömege pedig megegyezik a fragmentáció során keletkező fragmens tömegével. 

Ezek a körülmények pedig jelentősen megnehezítik a molekulák tömegspektrometriás azonosítását 

és tisztaságuk meghatározását.  

2.1.3 Fotodinamikus terápia 

A fotodinamikus terápia (PDT) egy a klinikumban is alkalmazott kezelési módszer fej-nyaki-31, 

bőr-32, mell-33, illetve hólyagrák34 esetén. A PDT a kemoterápia egy speciális változata, mely során 

önmagukban nem toxikus komponenseket, egy fényérzékenyítőt, fényt és oxigént alkalmaznak. A 

fényérzékenyítő hatóanyag (photosensitizer, PS) passzívan akkumulálódik a tumorsejtekben, majd 
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ha az abszorbancia maximumához közeli hullámhosszúságú fénnyel oxigén jelenlétében 

besugározzuk, akkor a PS aktiválódik, ami az 5. ábra feltüntetett mechanizmus szerint a tumorsejt 

halálához vezet. A folyamat során elektron és energiatranszfer hatására rendkívül reaktív 

gyökmolekulák és szinglett oxigén (1O2) keletkezik. Ezek nagyon gyorsan elreagálnak a körülöttük 

található biomolekulákkal, amely végül apoptózis vagy nekrózis útján a sejtek pusztulásához vezet. 

Az elpusztult terület hegesedés nélkül, esztétikai szempontból nagyon szépen gyógyul. A PDT 

hatásmechanizmusát elsőként Dougherty és munkatársai írták le 1978-ban, és azóta is számos 

kutatócsoport foglalkozik a témával.35  

 

5. ábra A fényérzékenyítő anyag besugárzás hatására bekövetkező elektronikus változásai és a 

hatásmechanizmus magyarázata Jablonski diagram segítségével. 

 

A fényérzékenyítő anyag elektronjai fény hatására az alapállapotból (S0) az első (S1), majd a 

második gerjesztett állapotba (S2) kerülnek, ahonnan különböző átmenetek (fluoreszcencia vagy 

sugárzásmentes átmenet) segítségével relaxálódnak az alapállapotba (5. ábra). Egyes esetekben 

spinváltó átmenet (tiltott átmenet) hatására a szinglett állapotból triplett állapotba (T1) kerül a 

molekula. Ez egy hosszabb élettartamú energiaállapot, mely foszforeszcenciával (tiltott átmenet) 

relaxálódhat az alapállapotba, vagy elektron transzfer hatására reaktív oxigén specieszek (ROS), 

vagy energia transzfer során egy alapállapotú oxigén molekulából (3O2) szinglett oxigén (1O2) 

keletkezik. Mind a ROS, mind a 1O2 nagyon reaktívak (életidejük kb. 3 µs), és gyorsan, kizárólag 
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lokálisan oxidálják a különböző biomolekulákat, melyek végül a sejt halálát eredményezik. A 

mitokondriumban lokalizálódó fényérzékenyítők gyakran indukálnak apoptózist, míg a plazma-

membránban lokalizálódók főleg nekrózist okoznak a besugárzó fény hatására.36  

A PDT szelektivitása a PS tumorban való akkumulációjából és az alkalmazott nem ionizáló 

jellegű fény pontos célzásából adódik. Azonban az alkalmazott PS-ek nagy része nem csak a 

tumorban lokalizálódik, hanem egészséges szövetekben is, mint a szemek vagy a bőr, melyek 

különösen ki vannak téve a napsugárzásnak, ez pedig súlyos mellékhatásokhoz vezethet.36–39 A 

terápia szelektivitásán jelentősen javíthatunk, ha a PS-t egy, a tumorsejteket szelektíven felismerő 

irányító molekulához kapcsoljuk. Ezt a lehetőséget napjainkban intenzíven vizsgálják.40  

A PDT-t jelenleg elsősorban bőrbetegségek, illetve könnyen hozzáférhető, vagy üreges szervek 

esetén alkalmazzák. Ennek egyik oka, hogy a legtöbb PS kifejezetten hidrofób, így a rossz 

felszívódás miatt csak a lokális felhasználásuk megoldott, másik oka pedig a besugárzó fény 

korlátozott penetrációs képessége. Általánosságban elmondható, hogy minél hosszabb az 

alkalmazott hullámhossz, annál mélyebbre képes a fény behatolni a szövetbe. A penetráció 400 nm 

(kék fény) esetén kisebb, mint 1 mm, 514 nm-nél (zöld fény) 0,5-2 mm, 630 nm (vörös fény) esetén 

2-3 mm, míg a legnagyobb behatolási mélységet (4-4,5 mm) 870 nm-es hullámhosszúságú fény 

(közeli infravörös) alkalmazásával lehet elérni.41  

2.1.3.1 Fotodinamikus terápiában alkalmazott hatóanyagok 

A PDT-ben fényérzékenyítőként alkalmazható hatóanyagoknak többféle fotofizikai és 

fotokémiai követelménynek kell megfelelniük. Mivel a szövetek fényáteresztése 700-900 nm 

közötti tartományban a legnagyobb (3-5 mm), ezért a hatóanyagoknak jelentős abszorpciót kell 

mutatniuk ebben a tartományban, illetve az alkalmazott erős fénysugár hatására csak kis mértékben 

bomolhatnak. Mindemellett a PS-nek nagy hatásfokkal kell triplett állapotba kerülnie, és ennek az 

állapotnak nagyobb energiával kell rendelkeznie, mint a 1O2 gerjesztési energiája, továbbá a 

gerjesztett állapot élettartamának kellően hosszúnak kell lennie ahhoz, hogy végbe mehessen az 

energia- és/vagy elektronátadás. Ezenkívül a fényérzékenyítő hatóanyagoknak bizonyos biológiai 

követelményeknek is meg kell felelniük, melyeket nagyrészt a fiziko-kémiai paramétereik, mint 

pl. a lipofilitás és a pH-függő sajátságok határoznak meg.42 

Az első generációs PS-ek a hematoporfirin és a fotofrin II. Ezek komplex összetétele azonban 

jelentősen nehezíti az előállítást, továbbá az igen alacsony abszorpciós hatékonyság és az 
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alkalmazott viszonylag alacsony hullámhossz (630 nm) miatt fellépő bőrérzékenység is nehezíti a 

felhasználást. 

A második generációs fényérzékenyítők már jól definiált szerkezettel és összetétellel 

rendelkeznek, legnagyobb részük valamilyen porfirin származék (pl. benzoporfirin, ftalocianin, 

naftalocianin, protoporfirin). Ezek a PS-ek már hosszabb hullámhosszon nyelik el a fényt, így 

kevésbé okoznak fényérzékenységet, illetve egyes esetekben hordozó molekula nélkül is 

szelektíven akkumulálódhatnak a tumorsejtekben.  

A harmadik generációs PS-ek esetében már speciális hordozó molekulák is segítik a szelektív 

akkumulációt. Napjainkban is intenzív kutatások irányulnak olyan PS-ek előállítására, melyek 

vízoldhatók, szelektívek, illetve nem okoznak súlyos mellékhatásokat (photo-bleaching).43 

Az FDA által eddig engedélyezett fényérzékenyítő hatóanyagok nagyrészt második generációs 

PS-ek, szerkezetileg pedig porfirin- (Photofrin®, Visudyn®), tetrapirrol- (Lutex®, Tookad®) vagy 

klorin-származékok (Purlytin®, Foscan®, Laserphyrin®). Klinikai vizsgálatokban további 

fényérzékenyítőket, például porficéneket, bakterio-klorinokat, ftalo- és naftalocianinokat, 

hipericin- és fenotiazin származékokat is tanulmányoznak.42,44  

A doktori munkám során protoporfirin IX-et használtam a biokonjugátumok előállítására, ezért 

az alábbiakban ezzel részletesebben foglalkozom. 

2.1.3.2 Protoporfirin IX 

A protoporfirin IX (PpIX, 6. ábra) a gyűrűs tetrapirrolok családjába tartozó vegyület. Alapváza 

a porfirinváz, mely négy pirrolgyűrűből épül fel, a gyűrűk szubsztitúciójával pedig a molekula négy 

metil-, két propionsav- és két vinilcsoportot tartalmaz ,'-pozícióban. A 22 π-elektronnak 

köszönhetően ez egy erősen delokalizált elektronrendszer, melyből csak 18 áll direkt 

konjugációban egymással.45  

A protoporfirin IX egy endogén fényérzékenyítő hatóanyag, ez a hem bioszintézis utolsó 

intermedierje. Egyszerűsége miatt már a klinikumban is elterjedt a hem-ciklus felhasználása a PpIX 

in situ előállítására. Ebben az esetben a szervezetbe orálisan vagy lokálisan juttatott δ-

aminolevulinsav (ALA, a hem bioszintézis első intermedierje) hatására a kórosan felfokozott 

anyagcserével rendelkező sejtek (pl. tumorsejtek) protoporfirin IX-et termelnek. Ez egy kiváló 

fotoérzékenyítő, azonban a szervezet által termelt PpIX nem csak a rákos, hanem az egészséges 

sejtekben (pl. a csontvelőben, vörösvértestekben és a májban) is felhalmozódik, ezáltal pedig 

fényérzékenységet vagy májkárosodást okozhat. Ugyanakkor a PpIX nem halmozódik fel tartósan 
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a szervezetben, ezért az általános fényérzékenyítő hatása sokkal kisebb mértékű, mint más PS-ek 

esetében.42,46  

 

6. ábra Protoporfirin IX (PpIX) 

 

A PpIX nemcsak endogén, hanem ún. exogén hatóanyagként (pl. irányított terápiában) is 

alkalmazható, hiszen két karboxilcsoportja alkalmas irányító molekulák konjugálására, ezáltal 

lehetőséget adva a szelektivitás növelésére. A PpIX-et felhasználták már peptidekhez,47,48 

nanorészecskékhez,49–51 illetve kvantumpontokhoz való konjugálásra,52 valamint polimer 

dendrimerekben kapszulázva is.53,54 

2.1.4 Irányított tumorterápia 

Mivel a kemoterápiás szerek számos mellékhatást váltanak ki, nem szelektívek, gyorsan 

kiürülnek a véráramból és a tumorsejtekben rezisztencia alakulhat ki velük szemben, ezért 

kézenfekvő megoldást nyújthat olyan gyógyszerek kifejlesztése, amelyek csak a daganatsejtekre 

hatnak, ezáltal megkímélve az egészséges sejteket és szöveteket. Az 1990-es években fordult a 

kutatás az irányított tumorterápia felé, melynek segítségével a citosztatikus szerek szelektíven a 

tumorsejtekbe juttathatók, így egyidejűleg növelve a hatékonyságot és javítva a betegek 

életminőségét a kezelés alatt. Az alapgondolat, az ún. „magic bullet”, Paul Ehrlichtől származik, 

aki 1908-ban az immunológia területén végzett munkásságáért Nobel-díjat kapott.55 Ez az elmélet 

olyan anyagokra vonatkozik, amelyek szelektíven hozzákötődnek a kórokozókhoz és a hozzájuk 

kapcsolt toxin segítségével specifikusan pusztítják el azt. A kötődés a sejt felszínén lévő 

„oldalláncok” segítségével történik, amely hatására a sejt további ilyen „oldalláncokat” termel. 
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Ezek a láncok a véráramba kerülnek, és antitestekként viselkedve megvédik a szervezet többi sejtjét 

a bekerült kórokozóktól.56,57 Ez az alapgondolat napjainkra számos új kutatási irányt inspirált. 

A célsejt-specifikussághoz szükség van arra, hogy a tumorsejtek és az egészséges sejtek 

szerkezeti és funkcionális különbségét ismerjük. A kutatások során számos olyan receptort 

azonosítottak, melyeket a daganatsejtek sokkal nagyobb mennyiségben termelnek és expresszálnak 

a sejtmembránon, mint az egészséges sejtek. Ha a gyógyszermolekula olyan anyagokhoz 

kapcsolódik, amelyek ezeket a receptorokat ismerik fel, akkor van esély arra, hogy a hatóanyag 

nagy szelektivitással a tumorsejtbe jut, és ott felszabadulva csak a tumorsejtben fejti ki a hatását. 

Irányított terápiára alkalmasak az úgynevezett hatóanyag szállító rendszerek (drug delivery 

systems), melyek egy hordozó és egy irányító egységből, illetve a hatóanyagból állnak. 

Irányítómolekulaként cukrokat, lektineket, antitesteket, receptor-ligandumokat (pl. hormon 

molekulákat), hordozóként pedig pl. poli(etilénglikol)-t vagy oligo/polipeptideket lehet 

alkalmazni. Az irányító és hordozó egységet gyakran egy molekula alkotja, amely betölti 

mindkettőnek a szerepét.58 Általában az irányító molekulákhoz kapcsolt citosztatikus szerek 

oldékonysága növekszik, specifikusak lesznek a daganatsejtekre, így szabályozottá válik azok 

felszívódása és szervezeten belüli eloszlása is.  

 

7. ábra Irányított terápia hatásmechanizmusa a tumorsejtben59 
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Receptor-ligandumot irányító molekulaként választva az a tumorsejt felszínén található 

receptorhoz specifikusan kötődik, majd az egész receptor-konjugátum komplex receptor mediált 

endocitózissal jut be a sejtbe. Ott először az endoszómába kerül, ahol a receptor leválik a 

komplexről és így visszakerülhet a sejt felszínére, majd a konjugátum a lizoszómába jut, ahol 

lebomlik. Végül a felszabaduló hatóanyag vagy annak aktív metabolitja a sejten belül kifejti 

hatását.59 Ezt a folyamatot szemlélteti a 7. ábra. 

Azonban a receptorok száma a tumorsejteken korlátozott, illetve több lassan internalizálódik, 

ezért a hatóanyag – irányító molekula konjugátum mennyiségének növelése önmagában nem teszi 

hatékonyabbá a kezelést. 

Ha több konjugátumot együttesen alkalmazunk, vagy több hatóanyagot egy konjugátumban 

kombinálunk, akkor megvalósítható a célzott tumorterápiában is a kombinált kezelés (8. ábra).  

 

8. ábra Kombinált célzott tumorterápia lehetőségei 
 

Több konjugátum együttes alkalmazása esetén eltérő receptorokat felismerő különböző irányító 

molekulákat alkalmaznak, melyekhez azonos vagy különböző hatóanyag kapcsolható. Így a sejtbe 

juttatott citosztatikus szerek additív vagy szinergista módon fokozzák a tumorellenes hatást. Több, 

tumorsejtek által túlexpresszált receptort ismerünk (pl. GnRH-R, szomatosztatin receptorok, EGF-

R, VEGF-R, tuftsin receptorok), melyek célozhatók irányított tumorterápiában, de ehhez a 

módszerhez olyan receptorokat kell választani, amelyek mindegyike megtalálható az adott sejten. 

Ezért minden esetben meg kell vizsgálni a választott tumorsejtvonalon a célozni kívánt receptorok 

jelenlétét. 
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Ha egy irányító molekulához több hatóanyagot kapcsolunk, akkor fontos megvizsgálni, hogy a 

hatóanyagok számának növelése rontja-e a receptorhoz való kötődés erősségét, és a 

receptorfelismerő képességet. A két hatóanyagot tartalmazó konjugátumok általában fokozott 

citotoxikus hatást mutatnak, továbbá korábbi kutatások igazolták, hogy ha különböző 

gyógyszermolekulákat kapcsolunk egy megfelelően megválasztott hordozóhoz, azok megőrzik a 

rájuk jellemző tumorellenes hatást.60 

 

2.2 Irányított terápiában alkalmazható célzó peptidek 

2.2.1 Gonadotropin-releasing hormon 

A gonadotropin-releasing hormon (GnRH) receptor egy G-protein kapcsolt 7TM receptor. Az 

N-terminálist hét -helikális transzmembrán domén követi, melyeket három extracelluláris és 

három intracelluláris domén kapcsol egymáshoz. Az extracelluláris domén és a transzmembrán 

régiók felületi szegmensei felelősek a ligandumok kötődéséért, melyek hatására a receptor 

konformáció változás hatására aktiválódik, és az intracelluláris doméneken keresztül 

kölcsönhatásba lép G-fehérjékkel vagy egyéb, a jelátviteli folyamatokban résztvevő fehérjékkel (9. 

ábra). Emberekben GnRH I-es és II-es típusú receptor is előfordul, azonban ez utóbbi az eddigi 

ismeretek szerint nem funkcionális.61  

 

9. ábra Az I-es típusú GnRH receptor két dimenziós ábrázolása.  

(Zöld és piros: a szerkezetet meghatározó, illetve a ligandummal kötést kialakító aminosavak; kék: 

receptor aktiválásban részt vevő aminosavak; narancssárga: G-fehérjék kötődését biztosító aminosavak; 

PKA és PKC: a protein kinázok foszforilációs pontjai)62 
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Az I-es típusú GnRH receptor egyik emberekben is megtalálható természetes liganduma a 

GnRH-I, melynek szerkezetének és hatásmechanizmusának meghatározásáért Roger Guillemin és 

Andrew V. Schally 1977-ben Nobel-díjat kapott.63 Ez a hipotalamuszban kiválasztódó dekapeptid 

(Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2, ahol Glp a piroglutaminsav) fontos szerepet 

játszik az emlősök szaporodásában. A GnRH-I szabályozza az ivarmirigyek aktivitását a luteinizáló 

hormon (LH) és follikulus stimuláló hormon (FSH) kiválasztásának serkentésével, ezáltal 

kontrollálva az ivarsejtképződést és a szexuál szteroidhormonok termelődését.64 Az eredetileg 

csirkéből izolált GnRH-II (Glp-His-Trp-Ser-His-Gly-Trp-Tyr-Pro-Gly-NH2) egy másik izoforma, 

mely szintén megtalálható az emberi szervezetben. Elsősorban a perifériás szövetekben 

expresszálódik, megtalálható többek között a vesében, a csontvelőben, a prosztatában és a női 

szaporító szervekben is.65 Pontos szerepét még nem sikerült tisztázni, azonban a kutatások 

eredményei azt mutatják, hogy neuromodulátor szerepet tölt be ezáltal befolyásolva a szexuális 

viselkedést.66 A GnRH receptor (GnRH-R) a hipofízis mellett azonban nem csak a reproduktív 

rendszerhez (prosztata, emlő, méhnyálkahártya és petefészek) kapcsolódó szerveken fejeződik ki 

nagy mennyiségben, hanem számos tumorsejten is túlexpresszálódik. Megtalálható többek között 

fej-nyaki ráktípusokon, vese, máj, hasnyálmirigy és vastagbél karcinómákon, illetve megjelenik 

melanóma, agyi tumorok és non-Hodgkin limfóma esetén is.67 Ezért a GnRH receptorok jó 

célpontjai lehetnek a célzott tumorterápiának. 

Az eddig kifejlesztett GnRH-I és GnRH-II agonista és antagonista analógok mind hatással 

vannak a hormonrendszerre, azonban erős tumorellenes aktivitást is mutatnak.61,68 Ez a 

tumorellenes hatás lehet direkt vagy indirekt. A GnRH analógok a tumorsejt felszínén található 

receptorhoz kötődve direkt módon (sejtosztódás-, áttétképződés-, érképződésgátlás), míg a 

hipotalamusz – hipofízis – ivarmirigy endokrin rendszert befolyásolva indirekt módon fejtik ki 

hatásukat. Az indirekt hatás következtében átmenetileg „kémiai kasztráció” jön létre: leáll a LH, 

FSH szekréció, illetve a petefészek- és here-funkciók, amelyek így nem termelnek szteroid 

hormonokat. Ezt a jelenséget széles körben alkalmazzák hormonfüggő tumoros megbetegedések 

kezelése során, ugyanis ennek eredményeként a daganat növekedése csökken. A kasztrációt 

előidéző molekula megvonásával a szabályozási folyamat visszaáll eredeti állapotába.69,70 

A GnRH-III (Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH2) egy gyenge GnRH agonista 

hatású, természetes GnRH analóg, melyet eredetileg a tengeri ingolából (Petromyzon marinus) 

izoláltak. Ez az analóg képes hatékonyan kötődni mind a GnRH-I, mind a GnRH-II receptorhoz, 
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továbbá a természetes analógok közül ez a forma gátolja a legnagyobb mértékben a 

sejtproliferációt, miközben az endokrin hatása emlősökben elhanyagolható.70 Ez a tulajdonsága 

pozitív lehet a nem hormon függő tumorok kezelésében.  

Ezen három GnRH hormonpeptid mellett már további 20 izoformát azonosítottak a 

természetből, melyek aminosav szekvenciája 70%-os egyezést mutat. Az N- és C-terminális régiók 

(1-4. és 9-10. aminosavak) felelősek a receptorkötődésért és aktiválásért, így az evolúció során 

konzerválódtak, eltérések csak az 5-8. aminosavakban vannak (1. táblázat). Ezek az aminosavak a 

peptidek szignifikáns hatékonyságvesztése nélkül lecserélhetők. A 8-as pozíciójú aminosav a 

legszélsőségesebben változtatható, szinte akármelyik aminosavra lecserélhető, azonban egyes 

kutatások azt mutatják, hogy ez a pozíció felelős a különböző GnRH receptorok ligand-

specifitásáért.61  

1. táblázat GnRH-I, GnRH-II és GnRH-III analógok szekvenciája. 

(Bekeretezve a szekvenciában található konzervált aminosavak láthatóak.) 

Peptid Szekvencia 

GnRH-I Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 

GnRH-II Glp-His-Trp-Ser-His-Gly-Trp- Tyr-Pro-Gly-NH2 

GnRH-III Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH2 

 

A GnRH-I és GnRH-II esetén a 6-os helyzetű glicin cseréje D-lizinre nem csak konjugálási 

pontként funkcionálhat, hanem növeli a peptid enzim stabilitását, illetve erősíti az agonista hatását 

is.71 Ez a módosítás megkönnyíti a -II turn konformáció kialakulását, ezáltal elősegítve az N- és 

C-terminálisok jobb kötődését a receptorhoz, a hatást tízszeresére növelve.61 Ilyen D-lizinnel 

funkcionalizált GnRH származékokat alkalmaztak már daunorubicin konjugálásra közvetlenül 

vagy egy enzim-labilis távtartón (spaceren) keresztül, és kimutatták, hogy ezen konjugátumok 

hosszútávú in vivo citotoxikus hatása összehasonlítható volt a szabad hatóanyag hatásával.20 

Schally és munkatársai fejlesztették ki az AN-152 konjugátumot, melyben a doxorubicin 

észterkötéssel egy glutársav linkeren keresztül kapcsolódik a GnRH-I[6D-Lys] származékhoz.72 

Ezt a vegyületet széleskörű in vitro73,74 és in vivo75–78 vizsgálatoknak vetették alá, ezek után pedig 

klinikumban is tesztelték.79,80 Azonban az ígéretes preklinikai eredmények ellenére nem tudta 

növelni a betegek túlélését és az állapotuk sem volt jobb a szabad doxorubicinnel kezelt csoporthoz 

képest méhnyálkahártyarák esetén. Így fázis III-ból már nem léphetett tovább.81 A számos tumor 
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típusra kiterjedő széles körű vizsgálatok igazolták, hogy az AN-152 hatékony GnRH-t expresszáló 

száj- (KB) és gége karcinóma (HEp-2) sejtek esetén is, továbbá sikerült a sejtek doxorubicin 

rezisztenciáját is legyőzni a segítségükkel.82 Rahimipour és munkatársai pedig protoporfirin IX-et, 

egy a fotodinamikus terápiában alkalmazott hatóanyagot kapcsoltak a GnRH-I[6D-Lys] peptidhez, 

mellyel szelektív receptor mediált fototoxicitást sikerült elérniük T3-1 agyalapimirigy 

gonadotróp sejteken.47 Ugyanezt a GnRH analógot felhasználták más fototoxikus hatóanyag 

kapcsolásához is. Ezen vizsgálatok során kárminsavat, egy hidroxi-antrakinon származékot is 

konjugáltak a peptidhez és megállapították, hogy a hatóanyag konjugátum formában is megőrzi a 

hatékonyságát, illetve besugárzás hatására reaktív oxigén specieszek keletkeznek a sejten belül, 

mely végül a sejt halálát okozza.83  

A GnRH-III esetében a szekvencia két konjugációra alkalmas oldallánc funkciós csoportot is 

tartalmaz (6Asp és 8Lys). Korábbi kutatások kimutatták, hogy a nyolcas pozícióban található lizin 

oldalláncának funkcionalizálása nem befolyásolja jelentős mértékben az antiproliferatív hatást és 

a receptorkötődést,21 miközben jelentősen csökkenti a peptid endokrin hatását,22 így ez a pozíció a 

legalkalmasabb hatóanyagok kapcsolására. A négyes helyzetű szerin nem játszik szerepet a 

receptorhoz való kötődésében, így lizinre cserélve a lizin ε-aminocsoportja egy plusz konjugálási 

helyet biztosít a molekulában, továbbá ez a csere nem változtatja meg a peptid antiproliferatív és 

endokrin hatását sem.84 A 4Lys oldalláncának vajsavval, egy rövid szénláncú zsírsavval történő 

módosítása (4Lys(Bu)) szignifikánsan növeli a peptid és a daunorubicint oximkötésen keresztül 

tartalmazó konjugátum enzimatikus stabilitását,23 illetve fokozza az in vivo antitumor hatását is.85 

Kutatócsoportunk korábbi eredményei azt mutatták, hogy a 4Ser → 4Lys(Bu) csere a GnRH-II Dau 

konjugátuma esetében is szignifikánsan növeli a citosztatikus hatást, azonban csak kismértékű 

növekedést eredményez a GnRH-I analóg esetén. 

Doktori munkám során vajsavval módosított GnRH-I, -II és -III származékokat állítottam elő, 

majd ezeket egy, a fotodinamikus terápiában alkalmazható protoporfirin IX fotoérzékenyítő 

hatóanyaggal konjugáltam. Az így előállított konjugátumok hatékonyságát Detroit-562 humán 

garatrák sejtvonalon vizsgáltuk. 

2.2.2 Angiopep-2 

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

A BBB a perifériás keringést és az agyi extracelluláris folyadékot elválasztó szemipermeábilis 
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rendszer. Feladata a központi idegrendszer tápanyag- és oxigénellátása, a megfelelő 

ionkoncentráció beállítása, illetve a hormonális szabályozás, továbbá az agy toxikus anyagokkal 

szembeni védelme. A tulajdonképpeni gátat az agyi kapillárisok falát alkotó endotélsejtek 

szokásosnál szorosabb illeszkedése (tight junction) képezi, ezzel elsősorban a hidrofil vagy nagy 

molekulatömegű anyagok átjutását gátolva. Emiatt a hatóanyagok nagy részének csekély a vér-agy 

gáton keresztüli transzportja, ami megakadályozza, hogy azok ténylegesen eljussanak az agyi 

célsejtekig és ott kifejthessék terápiás hatásukat.86  

 

10. ábra A vér-agy gáton történő átjuttatás lehetőségei87 

 

Paracelluláris transzporttal kis hidrofil molekulák, mint a víz és a kis ionok (pl. Na+, K+, Cl- 

ionok), míg transzcelluláris transzporttal kis lipofil molekulák, mint a szteroidhormonok, etanol, 

koffein, illetve légzési gázok (O2, CO2) juthatnak át a BBB-n. Ez a két folyamat passzív diffúzióval 

megy végbe. Nagyobb és polárisabb molekulák BBB-n való átjuttatására különféle aktív 

folyamatokat használ a szervezet. Transzporter fehérjék segítségével jutnak át a sejt fenntartáshoz 

szükséges kisebb poláris építőelemek, mint a glükóz, nukleotidok, aminosavak, míg a nagy 

molekulatömegű vagy pozitív töltésű makromolekulák (pl. transzferrin, albumin) pedig vagy 

adszorpció mediált, vagy receptor mediált transzcitózissal juthatnak át a vér-agy gáton (10. ábra).88 

A 19 aminosavból álló Angiopep-2 peptidet (TFFYGGSRGKRNNFKTEEY) 2008-ban 

publikálták először.89 Igazolták, hogy ez a peptid az alacsony sűrűségű lipoprotein-receptorok 

(LDLR) családjába tartozó alacsony sűrűségű lipoprotein receptor-kapcsolt fehérjék (LRP1 és 

LRP2) ligandja.  
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Az LRP1 egy 515 kDa-os extracelluláris, illetve egy 85 kDa-os transzmembrán és intracelluláris 

láncból áll, melyek nemkovalensen kapcsolódnak egymáshoz (11. ábra). Az extracelluláris lánc 

négy ciszteinben gazdag ligandumkötő domént (I-IV klaszterek) tartalmaz, melyek közül a II. és 

IV. domének a fő LRP1 ligandumkötő régiók. Az intracelluláris domén felelős a gyors 

internalizálódásért (<0,5 s), illetve az NPXY motívumon való foszforilálódás után részt vesz a 

sejten belüli szignalizációban is. Bár az LRP1 feladata elsősorban a koleszterin szállítása és 

metabolizmusának szabályozása, számos egyéb liganduma is ismert, mint például az 

apolipoprotein E, a szöveti plazminogén aktivátor (tPA), különböző vérkoagulációs faktorok (pl. 

VIII faktor), a -amiloid peptid (Aβ) és az aprotinin. Az LRP1 megtalálható a vér-agy gátat alkotó 

endotél sejteken, illetve túlexpresszálódik bizonyos típusú tumorsejteken is, így az LRP1 

ligandumok először receptor-mediált transzcitózissal kerülnek az agyba, majd ott receptor-mediált 

endocitózissal szelektíven a tumorsejtekbe juthatnak.90  

 

11. ábra Az LRP1 sematikus szerkezete91 

 

Demeule és munkatársai kutatásaik során az aprotinin fehérje BBB-n való átjutását vizsgálták. 

Az aprotinin transzportért felelős doménjének azonosításához szekvencia homológia vizsgálatot 

végeztek a BLAST fehérje adatbázis segítségével, és azt találták, hogy a legnagyobb egyezést 

mutató humán fehérjék mind LRP1 ligandumok (bikunin, -amiloid prekurzor protein, Kunitz-

típusú proteáz inhibitor-1 prekurzor), a homológ szekvenciarészlet pedig a Kunitz-típusú proteáz 
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inhibitor domén. Az illesztés alapján tervezett 96 peptid közül az Angiopep-1 bizonyult a 

leghatékonyabbnak a BBB-n való átjutásban, majd ennek a további módosításával, azaz a 

szekvenciában szereplő cisztein szerinre történő cseréjével állították elő az Angiopep-2 peptidet.89 

Az Angiopep-2-t rövid időn belül konjugátumok előállítására is felhasználták. Az első ilyen 

származék az ANG1005 volt, mely gyógyszerhatóanyagként paclitaxelt tartalmazott. A peptidhez 

kapcsolva a hatóanyag sokkal nagyobb mennyiségben jutott át az agyba, és sikeresen 

demonstrálták a konjugátum glioblastoma elleni hatásosságát is.92 Az elkövetkező években még 

két hasonló szerkezetű irányított terápiára alkalmas konjugátumot állítottak elő: az ANG1007 

doxorubicint, míg az ANG1009 etopozid hatóanyagot tartalmazott.93 A konjugátumok 

mindegyikében három-három gyógyszermolekulát kapcsoltak a peptidhez a két lizin oldallánc és 

az N-terminális aminocsoportjait felhasználva, minden esetben észterkötést kialakítva a hordozó és 

a hatóanyag között. Az így előállított konjugátumok szerkezetei a 12. ábra láthatók. 

 

12. ábra Az ANG1005, ANG1007 és ANG1009 konjugátumok szerkezete93 

 

Az ANG1005 szabadalmi jogait az Angiochem Inc. birtokolja, továbbfejlesztését is ez a cég 

koordinálja. A klinikai vizsgálatok I. fázisa 2010-re, II. fázisa pedig 2017-re fejeződött be, a 

konjugátum tolerálhatóságát és tumorellenes hatását glioblastomán és mellrák agyi metasztázisain 

tesztelték. Jelenleg az ANG1005 a klinikai vizsgálatok III. fázisának megkezdésére vár.94  

Az első sikeres próbálkozások óta az Angiopep-2-t több konjugátum előállítására is 

felhasználták. Az ANG2002 esetében a peptid C-terminálisára beépített ciszteinhez kapcsoltak egy 
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neurotenzint egy a központi idegrendszerben ható fájdalomcsillapító előállításására,95 míg az 

ANG4043 esetében négy Angiopep-2 peptidet kapcsoltak az N-terminálisukon keresztül egy HER2 

szelektív monoklonális antitesthez mellrák agyi metasztázisainak kezelésére.96 Mindkét esetben a 

preklinikai stádium kísérletei zajlanak.94 

Előállították az Angiopep-2 retro-inverz izomerjét is (DAngiopep), mely in vitro sejtbejutási 

képessége kisebb volt, mint az L-variánsé. Azonban a D- és L-Angiopep-2 peptidekkel módosított 

micellák hasonló hatékonysággal képesek célozni az agydaganatokat, ami valószínűleg a D-

aminosavak proteolízissel szembeni stabilitásával magyarázható.97 Ezen kívül számos egyéb 

publikáció született az Angiopep-2 nanorészecskékhez (NP) való kapcsolásáról, ehhez 

poli(amidoamin)-dendrimereket,98,99 polilizin dendrigrafttal módosított zselatin 

nanorészecskéket,100 pegilált foszfolipid micellákat,101–103 poli(etilénglikol)-poli(ε-kaprolaktám) 

nanorészecskéket,104,105 elektro-reszponzív hidrogéleket,106 szén nanocsöveket,107 illetve arany 

nanorészecskéket108 használták. A legtöbb esetben a peptid C-terminálisára beépített ciszteinen 

keresztül tioéterkötéssel kapcsolták a különböző NP-ket. A nanorészecskéket gyakran egy másik 

irányító molekulával is módosították (pl. sejtpenetráló peptiddel,109,110 szöveti faktor kötő fúziós 

fehérjével104 vagy neuropilin-1 ligandummal101) a kettős irányítás (dual targeting) eléréséhez. Az 

in vitro és in vivo vizsgálatok minden esetben azt mutatták, hogy az irányító peptidekkel módosított 

NP-k képesek szelektíven és jó hatékonysággal célozni az agyi daganatos sejteket. 

Doktori munkám során az Angiopep-2 konjugátumok szintéziséhez a peptidben található 

mindhárom konjugációra alkalmas aminocsoportot (két lizin oldallánc és az N-terminális) 

felhasználtam, és előállítottam az összes egy, két, illetve három daunomicint tartalmazó 

származékot. Az így előállított konjugátumok hatékonyságát U87 humán glioblastoma sejtvonalon 

vizsgáltuk. 

2.2.3 Epidermális növekedési faktor receptor (EGFR) irányító peptidek 

Az epidermális növekedési faktor receptor (EGFR) és ligandumjai nem csak a normális sejtek 

folyamatait irányítják, hanem a rosszindulatú daganatok kialakulásában is kulcsfontosságú 

szerepet játszanak. Az EGFR a szolid tumorok (pl. tüdő-, máj-, emlő- és vastagbél karcinómák) 

nagy részében (> 60%) túlexpresszálódik, továbbá jelentősen nagyobb számban jelenik meg a 

tumorsejtek felszínén, mint az egészséges sejteken. Működésével többek között fokozza a 

sejtosztódást és az angiogenezist, serkenti a differenciálódást és fokozott sejtvándorlást 
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eredményez, ezáltal pedig növeli a metasztázisok kialakulásának valószínűségét. Mindezek mellett 

gátolja az apoptózist, amely növeli a tumorsejtek túlélési képességét is. Az EGFR a transzmembrán 

tirozin kináz receptorok ErbB/HER családjába tartozik. A fehérje egy a ligandumkötődésért felelős 

glikozilált és ciszteinekben gazdag extracelluláris domént, egy -helikális transzmembrán domént, 

egy intracelluláris tirozin kináz domént és egy C-terminális szabályozó régiót tartalmaz (13. ábra). 

A ligandum kötődése aktiválja a tirozin kináz régiót, mely dimerizációhoz, autofoszforilációhoz, a 

szignalizációs útvonalak aktiválódásához és végül endocitózishoz vezet. 111–114 

 

13. ábra Az EGFR sematikus szerkezete111 

 

Az EGFR célzására két stratégia létezik: az extracelluláris domént blokkoló ligandumok 

(monoklonális antitestek (pl. Cetuximab) vagy peptidek) alkalmazása, illetve a kináz aktivitást 

gátló ATP-kompetitív kismolekulák (pl. Gefitinib) használata.115 Az irányított tumorterápia 

szempontjából az első stratégiát könnyebb megvalósítani. Ehhez már számos különböző EGFR 

célzó peptidet sikerült azonosítani, melyek nagy részét már sikeresen alkalmazták az irányított 

terápiás kísérletekben.116–119 Li és munkatársai fágbemutatással azonosítottak egy szelektíven az 

EGFR-hez kapcsolódó dodekapeptidet, melyet GE11-nek (YHWYGYTPQNVI) neveztek el. Ez a 

peptid ligandum antagonistaként kötődik az EGF kötőzsebhez (Kd ≈ 22 nM), azonban az 

immunogenitása és mitogén hatása jóval kisebb a természetes EGF fehérjéhez képest.120 További 

kutatások bebizonyították, hogy a GE11 klatrin függő receptor mediált endocitózissal jut be a 

sejtbe, az EGFR szignalizáció indukálása nélkül, ám ez a bejutás lassabb, mint a természetes 

ligandum (EGF) receptor mediált endocitózisa.121 A GE11-et már hatékonyan alkalmazták 

nanorészecskék122,123 és micellák124 célba juttatására, gének,125 adenovírus vektorok126 és 

tumorellenes microRNSek szállítására,127 valamint fotodinamikus terápia során is.128–130 
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Egy másik EGFR célzó peptid a D4 (LARLLT), melyet számítógépes tervezéssel azonosítottak. 

Kimutatták, hogy ez a hexapeptid specifikusan kötődik az EGF receptorhoz, ám a kötőzseb a 

receptor felszíne közelében található, amely különbözik az EGF kötőzsebétől (14. ábra).131  

 

14. ábra A D4 kötőzsebének helye az EGF receptoron131 

 

A D4 módosított liposzómába zárt doxorubicin in vitro célba juttatása sikeres volt EGFR-t 

túltermelő sejtvonalak (H1299 humán nem-kissejtes tüdőkarcinóma sejtek (NSCLC) és SPCA-1 

humán tüdő adenokarcinóma) esetében. Valamint a konjugátumok in vivo körülmények között is 

hatékonyan a tumorba jutottak, ahol még több, mint 80 órával később is kimutathatók voltak.131 

Azóta a D4 peptidet már sikeresen használtak egy IR-közeli fluoreszkáló képalkotó anyag132 és 

különféle fényérzékenyítő hatóanyagok128,130 irányítására is. 

Doktori munkám során GE11 és D4 irányító peptidet, daunomicint és enzim-labilis spacert 

(GFLG, YRRL) tartalmazó konjugátumokat állítottam elő. Mivel mindkét peptid számos hidrofób 

aminosavat tartalmaz, ezért vizsgáltam a konjugátumok oldhatóságának növelését vízoldható 

polimerrel való kapcsolás segítségével. Az így előállított konjugátumok hatékonyságát HT-29 

humán vastagbél adenokarcinóma sejtvonalon vizsgáltuk. 

2.2.4 Tuftsin 

A tuftsint, mely a nevét az egyesült államokbeli Tufts Egyetemről kapta, Najjar és Nishioka 

fedezték fel 1970-ben.133 Kimutatták, hogy a leukokinin stimuláló hatását egy tetrapeptid (Thr-

Lys-Pro-Arg) okozza, amit a leukokinináz és tuftsin endokarboxipeptidáz enzimek szabadítanak 

fel.133,134 Továbbá igazolták, hogy ez a hasítás elsődlegesen a lépben megy végbe. A humán tuftsin 

az immunglobulin G Fc nehéz lánc CH2 doménjének a 289-292-es szakasza. Felszabadulása után 

jelentős szerepet játszik az immunfolyamatokban, stimulálja a fagocitózist, a sejt migrációt és 
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antitumor hatása is van.134–136 A kedvező tulajdonságai miatt a tuftsin hordozómolekulaként is 

használható, növeli az immunsejtek kemotaktikus aktivitását, fagocitózisát és fokozza az antigén 

prezentáló képességüket.135,137 Korábbi kutatások igazolták, hogy a polituftsinok ([TKPR]n) és 

konjugátumaik megőrzik a tuftsin immunrendszerre gyakorolt hatását, miközben megnövelik a 

gyengén immunogén peptidek elleni immunválaszt.138–142 Ezekben az esetekben az epitóp 

peptideket glutársavanhidrid segítségével kapcsolták a hordozó tuftsinhoz.  

A tuftsin hatásmechanizmusát vizsgálva, csak 16 évvel a molekula felfedezése után, 1986-ban 

sikerült izolálni a receptorát.143 További 20 évvel később von Wronski és munkatársai véletlenül 

fedezték fel, hogy a tuftsin a tumorsejteken túlexpresszált neuropilin-1-hez (NRP-1) is kötődhet.144 

A nem-tirozin kináz receptorok családjához tartozó NRP-1 a vaszkuláris endoteliális növekedési 

faktor receptor (VEGF-R) ko-receptora, ezáltal részt vesz a tumor növekedésének szabályozásában 

és fontos szerepet tölt be annak érképződésében (angiogenezisében). Azonban ha a tuftsin 

hozzákapcsolódik az NRP-1 receptorhoz, akkor megakadályozza a VEGF kötődését, ezáltal 

gátolva az érképződést, a sejtmigrációt és a metasztázist.144  

A 120-130 kDa-os NRP-1 receptor öt doménből épül fel: a három extracelluláris domént (a1a2, 

b1b2 és c) egy transzmembrán régió és egy rövid citoplazmában található farok rész követ. A két 

első extracelluláris domén (a1a2 és b1b2) felelős a ligandumok kötődéséért (15. ábra), míg a 

harmadik (c) fontos szerepet játszik a homo- és heterodimerizáció során. A 42-44 aminosavat 

tartalmazó intracelluláris faroknak önmagában nincs katalitikus aktivitása, de tartalmaz egy PDZ 

(fehérje-fehérje felismerésért felelős) régiót. Ez képes a különböző fehérjékkel kölcsönhatásba 

lépni, melyek a kötődést követően jelátviteli útvonalat indítanak be.145 

 

15. ábra A humán NRP-1 b1b2 doménjén található kötőhelyek146 
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Az NRP-1 fág könyvtárból származó ligandjainak szisztematikus vizsgálata során fedezték fel, 

hogy a legtöbb jól kötődő ligandum argininre vagy esetleg lizinre végződik, illetve a C-terminális 

aminosav szekvenciájuk az R/KXXR/K mintázatot követi. Azt is tapasztalták, hogy ha az arginint 

lecserélik vagy akár a karboxilcsoportját elreagáltatják, a receptorkötődés jelentősen csökken. Ez 

a szabály az úgynevezett „C-terminális szabály” (C-end rule, CendR).147 Ennek a tuftsin majdnem, 

azonban az antagonista TKPPR tuftsin analóg teljesen megfelel, és magyarázza, hogy ez utóbbi 

miért képes négyszer nagyobb affinitással kötődni a receptorhoz.144 

Kutatócsoportunkban korábban kifejlesztettek egy tuftsin analógot (TKPKG), mely a kutyában 

előforduló tuftsin variáns glicinnel meghosszabbított formája. A szerkezet-hatás vizsgálatok 

alapján az Arg→Lys csere nincs jelentős hatással a biológiai tulajdonságokra,148 míg a glicin 

beépítése a C-terminálisra jelentősen megnöveli a peptid immunstimuláló hatását.149 A TKPKG 

oligomer formái nem toxikusak, nem immunogének, de megőrzik a tuftsin immunstimuláló 

hatását.150  

Mindhárom tuftsin analóg (TKPR, TKPPR, TKPKG) esetén a lizinek ε-aminocsoportjai 

lehetővé teszik egy biológiailag aktív molekula hozzákapcsolását, az így izopeptid kötés révén 

kialakított elágazó szerkezet pedig megnöveli a molekula stablilitását.151 Mindegyik analóg és 

oligomerjei esetében felhasználták már ezt a konjugációs pontot hatóanyagok kapcsolására, 

TKPKG és TKPPR esetén metotrexátot és daunomicint,20–21 míg TKPR esetén akridin 

származékokat154 alkalmaztak. 

Doktori munkám során elágazó TKPR-daunomicin konjugátumokat állítottam elő. A 

daunomicin önmagában jellegzetes elektrospray ionizációs tömegspektrumot mutat, ahol a cukor 

egység az MS körülmények között lehasad. Ez bázikus csoportok jelenlétében pl. lizin és arginin 

esetében (melyek megtalálhatók a TKPR szekvenciájában) fokozottabb, ezért az ilyen típusú 

konjugátumok tömegspektrometriás azonosítása problémába ütközik. A munkám során ennek a 

problémának a megoldását is vizsgáltam. 

 

2.3 Spacerek, oldékonyság növelő molekulák 

Az irányított terápiában alkalmazott biokonjugátumok klinikumban való alkalmazhatóságát 

gyakran akadályozza azok nem megfelelő oldhatósága. A hatóanyag hordozó rendszerek 

hidrofilitásának és vízben való oldhatóságának fokozása érdekében számos különböző stratégiából 

választhatunk. Alkalmazhatunk például ionos és/vagy hidrofil aminosavakat (-szulfoalanin),155 
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rövid peptidszekvenciákat (ismétlődő Gly és Ser egységeket156 vagy polikationos/polianionos 

tageket157) vagy vízoldható polimereket is. A legelterjedtebb és legnépszerűbb megoldás a 

poli(etilénglikol) (PEG) konjugációja.158 A kereskedelemben számos monofunkciós, illetve homo- 

vagy heterobifunkciós PEG-származék kapható. Ezeket különféle funkcióscsoportokkal vagy 

funkcióscsoport kombinációkkal állítják elő, például amino-, karboxil-, maleimido-, azido- vagy 

alkincsoportokat tartalmazó származékok is elérhetők, hogy a teljes szintetikus tárházat le tudják 

fedni. A PEG-nek azonban mára már számos hátránya ismert, például biológiai rendszerekben nem 

lebontható és túlérzékenységet is okozhat.159 Ezért napjainkban mindinkább előtérbe kerülnek a 

PEG nemlineáris analógjai, mint a hiperelágazásos poliglicidol (HbPG),160 melyek hasonló 

kedvező tulajdonságokkal bírnak, mint a PEG, azonban kevesebb negatív hatásuk ismert. A HbPG 

kiemelkedő vízoldhatósággal és biokompatibilitással rendelkezik, továbbá szintézise és 

funkcionalizálása könnyen elvégezhető, így ez a poliéter-poliol az egyik legaktívabban 

tanulmányozott elágazó polimer a PEG helyettesítésére. A HbPG szerkezete a 16. ábra látható. 

Ezen polimer funkcionalizálására már kidolgoztak néhány eljárást, mellyel jól meghatározott 

számú és helyzetű funkciós csoportot (pl. amint, karbonsavat, klór-acetamidot, maleimidet, alkin 

funkciós csoportot) lehet a HbPG-re beépíteni.161–163 Ezek a származékok jól használhatók 

hatóanyag hordozó rendszerek szintéziséhez, és segítségükkel javítható a különböző bioanyagok 

oldhatósága és biokompatibilitása is. 

 

16. ábra A HbPG szerkezete 

A biokonjugátumok hatékonysága egy speciális távtartó segítségével is növelhető. A hatóanyag 

és a peptid közé például egy olyan peptidlinker (spacer) építhető, amely érzékeny a tumorsejtekben 

nagy mennyiségben termelődő lizoszomális enzimekre (pl. katepszin B-re). Egy ilyen spacer növeli 

a konjugátumok szelektív hatását, hiszen a hatóanyag felszabadulás csak a sejten belül, a 

metabolizmus során történik meg. Ilyen ismert és széles körben alkalmazott katepszin B labilis 
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peptidszekvenciák például a GFLG,164 a VA165 és az YRRL.166 Ezen szekvenciák hasítási pontjai 

a 17. ábra láthatók. 

 

17. ábra Katepszin B labilis spacerek és hasítási pontjaik.  

(A számok a hasítási pontok időbeli sorrendjét jelölik.) 
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3 Célkitűzések 
 

Doktori munkám során az irányított tumorterápiában alkalmazható hatóanyag-peptid 

konjugátumok tervezésével és szintézisével foglalkoztam. A kutatás során célom volt vizsgálni az 

irányító peptid szerkezeti módosításának hatását, illetve a hatóanyagok számának és pozíciójának 

szerepét és fontosságát a konjugátumok in vitro biológiai hatékonyságára. Továbbá célom volt a 

munka során felmerült oldhatósági és analitikai problémákra a megfelelő módszerek kidolgozása 

és vizsgálata. 

A kutatásom első részében az irányító molekula szerkezetére fókuszáltam. Ehhez célom volt 

olyan konjugátumok előállítása, melyek irányító molekulaként vajsavval módosított gonadotropin-

releasing hormon származékokat (GnRH-I, -II és -III) tartalmaznak. Ezen GnRH analógok 

mindegyike különböző affinitással képes a GnRH-I receptorhoz kapcsolódni, így felhasználhatók 

GnRH-R-t túlexpresszáló tumorok célzására.62 Célom volt az előállított konjugátumok 

fotodinamikus terápiában való alkalmazása, ezért hatóanyagként a fényérzékenyítő protoporfirin 

IX-et terveztem konjugálni. A konjugátumok hatékonyságát egy megfelelő sejtes modellen 

terveztem vizsgálni, továbbá célul tűztem ki az alkalmazott kísérleti körülmények 

(koncentrációtartomány, inkubációs és besugárzási idő) optimalizálását is. Feltételezésem szerint, 

az így kapható eredményekből olyan következtetések vonhatók le, melyek hozzájárulhatnak ezen 

konjugátumok szerkezet-hatás összefüggéseinek jobb megértéséhez. 

A munkám második részében a konjugátumban található hatóanyagok számának és 

pozíciójának szerepére és fontosságára koncentráltam. Ebben az esetben a vér-agy gáton átjutni 

képes és egyidejűleg glioblastoma célzására is alkalmas Angiopep-2 irányító peptidet és 

daunomicint mint hatóanyagot terveztem alkalmazni a különböző konjugátumok előállítására. Ez 

a peptid három aminocsoportot (két lizin oldallánc és az N-terminális) tartalmaz a szekvenciában, 

így szintetikus szempontból kényelmesen egyszerre három hatóanyag konjugálása lehetséges. 

Korábban előállítottak már különböző kismolekulás hatóanyagokat tartalmazó Angiopep-2 

konjugátumokat, és mindegyik esetben mindhárom aminocsoportot felhasználták a 

konjugálásra.89,93 Azonban ezt a döntést nem indokolták részletesen. Ezért a munkám során célom 

volt az összes lehetséges egy, kettő, illetve három daunomicint tartalmazó konjugátum előállítása 

és a különböző szerkezetek in vitro biológiai aktivitásának vizsgálata. Terveztem az előállított 

vegyületek in vitro citosztatikus aktivitásának és sejtbejutásának vizsgálatát, továbbá a hatás teljes 
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körű feltérképezése érdekében degradációs kísérleteket is szerettem volna végezni patkány máj 

lizoszóma preparátumban. Az így kapott eredmények alapján komplex képet kaphatunk a 

hatóanyagok számának és elhelyezkedésének, vagyis a konjugátum szerkezetének a biológiai 

aktivitásra gyakorolt hatásáról. 

Doktori munkám harmadik részében daunomicin tartalmú epidermális növekedési faktor 

receptort (EGFR) célzó konjugátumokat terveztem előállítani. Célom volt összehasonlítani két 

különböző EGFR irányító peptid (GE11 és D4) hatékonyságát, és vizsgálni, hogy egy enzim-labilis 

spacer (GFLG vagy YRRL) beépítése milyen hatással van az in vitro biológiai hatékonyságra. 

Mivel mindkét irányító peptidszekvencia számos hidrofób aminosavat tartalmaz, ezért további 

célom volt a konjugátumok oldhatóságának növelése vízoldható polimerhez történő kapcsolás 

segítségével. Ehhez a kereskedelmi forgalomban is kapható poli(etilénglikol)-t és ennek egy 

elágazó analógját, a hiperelágazásos poliglicidolt szerettem volna használni. Célom volt a 

konjugátumokban található polimerek oldhatóságra és in vitro biológiai aktivitásra kifejtett 

hatásának vizsgálata, majd a kapott adatokból a szerkezet-hatás összefüggés megállapítása a két 

különböző kémiai minőségű polimert és irányító molekulát tartalmazó konjugátumok esetében.  

Kutatásom negyedik részében tuftsin-daunomicin konjugátumok egyértelmű 

tömegspektrometriás azonosítására fókuszáltam. Korábbi megfigyeléseim szerint egyes 

daunomicin-peptid konjugátumok esetében a szintézis és tárolás során lejátszódhat a hatóanyag 

cukorvesztése,167 illetve az ESI-MS mérés során bekövetkező fragmentációkor is keletkezhet 

cukorvesztett termék. Mivel mind a két esetben ugyanolyan m/z értéknél jelentkezik a bomlott 

termék, ezért közvetlenül nem lehet a két jelenséget megkülönböztetni. Azonban a tényleges 

cukorvesztés a biológiai hatékonyság elvesztésével jár, ezért elengedhetetlen a pontos szerkezet 

minden kétséget kizáró megállapítása. Ehhez célom volt a tömegspektrometriás körülmények 

(oldószerelegy összetétel, műszeres beállítások) szisztematikus vizsgálata és egy olyan vizsgálati 

körülmény kidolgozása, melynek segítségével egyszerűbb spektrumokat detektálhatunk, vagyis a 

konjugátum szerkezete egyértelműen meghatározható. 
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4 Eredmények 
 

A hatóanyag-peptid konjugátumok tumorellenes hatása erősen függ az irányító molekulától, a 

konjugátumból maximálisan felszabadulni képes hatóanyagok számától, a konjugátum sejtbejutási 

képességétől és a sejten belüli degradációjától. Azonban ezeken kívül számos egyéb tényező is 

szerepet játszhat a konjugátumok hatékonyságában (18. ábra). Például fontos a hatóanyag 

pozíciójának megfelelő megválasztása, mely akár sztérikus gátlás révén csökkentheti a 

receptorkötődést vagy megváltoztathatja a konjugátum térszerkezetét ezzel gátolva, vagy lassítva 

az aktív metabolitok felszabadulását. Mindezek mellett fontos szempont a konjugátumok 

oldhatósága is, hiszen a fiziológiás körülmények között rosszul oldódó vegyületek nem, vagy csak 

megfelelő formulázás révén alkalmazhatók biológiai rendszerben. Az amfifil tulajdonságú 

konjugátumok esetében pedig fontos a kolloidális önszerveződő viselkedés és annak a biológiai 

hatékonyságra gyakorolt hatásának feltérképezése, ismerete. A konjugátumok tervezése során 

pedig ezeket a szempontokat minden esetben figyelembe kell venni, hiszen ezen hatások 

összeadódnak, és együttesen akár negatív irányba is befolyásolhatják a tumorellenes hatást.  

Doktori munkám során ezeket a biológiai hatásra befolyással lévő tényezőket vizsgáltam, és az 

elért eredményeket az alábbiakban négy nagyobb témakörön belül szeretném részletesen tárgyalni.  

 

18. ábra A hatóanyag-peptid konjugátumok in vitro biológiai hatását befolyásoló tényezők  
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4.1 Az irányító peptidek vizsgálata GnRH-PpIX konjugátumokban 

A fotodinamikus terápia (PDT) szelektivitása függ a fényérzékenyítő anyag tumorban való 

feldúsulásától és az alkalmazott fény fókuszálásától. Azonban az alkalmazott vegyületek nem 

csupán a tumorba jutnak el, hanem a bőrben vagy a májban is nagy mennyiségben felhalmozódnak, 

ezáltal pedig súlyos mellékhatásokat (fényérzékenység, májtoxicitás) okozhatnak. A szelektivitást 

egy irányító molekula konjugálásával növelhetjük, melynek segítségével a fényérzékenyítő anyag 

célzottan a tumorban dúsul fel, a mellékhatások pedig kiküszöbölhetők, illetve jelentős mértékben 

csökkenthetők.40 

Doktori munkám ezen részében a protoporfirint (PpIX) mint fényérzékenyítő anyagot 

különböző vajsavval módosított GnRH analógokhoz – mint irányító molekulához – kapcsoltam. 

Kontrollként előállítottam a már ismert, GnRH-I agonistát tartalmazó GnRH-I[6D-Lys(PpIX)]47 

konjugátumot is. A munkám célja azt volt, hogy összehasonlítsam a különböző GnRH 

származékokat, és olyan konjugátumokat állítsak elő, melyek hatékonyabbak a szabad 

protoporfirinnél. A PDT-t jelenleg különböző bőrbetegségek (pl. bőrrák),32 illetve könnyen 

elérhető (pl. fej-nyaki rák),31 vagy üreges szervek (pl. hólyagrák)34 esetén alkalmazzák a 

klinikumban. A jelen vizsgálat fej-nyaki laphámsejtes karcinómára (HNSCC) fókuszált, mely 

során betegekből származó tumorminták GnRH-R expresszióját vizsgáltuk. 

A méréseket az MTA-SE Pathobiokémiai Kutatócsoporttal, a Semmelweis Egyetem Biofizikai 

és Sugárbiológiai Intézetével és a Debreceni Egyetem Biofarmácia Tanszékével 

együttműködésben végeztük. 

4.1.1 GnRH-R expresszió fej-nyaki daganatos betegekből származó szövetmintákon 

Eddigi ismereteink szerint még nem végeztek átfogó kutatást a GnRH-R expresszióról fej-nyaki 

laphámsejtes karcinóma (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) esetén, ezért munkánk 

során 60 betegből származó tumorminta GnRH-R immunhisztokémiai vizsgálatát végeztük el. A 

tumormintákat Dr. Tamás László és Dr. Dános Kornél, a Semmelweis Egyetem Fül-Orr-Gégészeti 

és Fej-Nyaksebészeti Klinikájának munkatársai biztosították a vizsgálatainkhoz, melyet a Helsinki 

Nyilatkozatnak megfelelően végeztük, és a Semmelweis Egyetem etikai bizottsága is jóváhagyott 

(etikai engedély szám: 105/2014). Az immunhisztokémiai vizsgálatok során Dr. Krenács Tibor, a 

Semmelweis Egyetem I. számú Patológia és Kísérleti Rákkutató Intézet munkatársa nyújtott 

segítséget.  
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Az elvégzett immunhisztokémiai festés vizsgálatokkal képet kaphattunk, hogy a GnRH-R-t 

célzó irányított terápia mennyire alkalmas ezen tumortípusok kezelésére. A minták értékelésére 

három fokozatú pontozási rendszert alkalmaztunk, mely a festett sejtek százalékát és a festés 

intenzitását (1 – negatív; 2 – gyenge; 3 – közepes; 4 – intenzív) vette figyelembe, így 0 és 400 

közötti értéket kaptunk. A 0-200 közötti ponttal rendelkező mintákat alacsony, 201-300 között 

közepes, míg 301-400 között intenzív fehérje expressziót mutatónak tekintettük. A vizsgált 60 

mintából 8 (13,3%) alacsony, 25 (41,7%) közepes és 27 (45,0%) magas GnRH receptor expressziót 

mutatott (19. ábra). Ezen eredmények alapján kijelenthető, hogy a GnRH-R egy ígéretes célpont 

lehet a HNSCC kezelésben. 

 

 

19. ábra Reprezentatív mikroszkópos felvétel a GnRH-R immunhisztokémiai festésről betegekből 

származó fej-nyaki tumoros szövetmintákon. (A) Alacsony GnRH-R expresszió (0-200 pont); (B) Közepes 

GnRH-R expresszió (201-300 pont); (C) Magas GnRH-R expresszió (301-400 pont). (40x-es nagyítás) 

 

A statisztikai elemzéshez az értékeket dichotomizáltuk. A legjobban reprodukálható 

küszöbértéket akkor kaptuk, ha az 1-es és 2-es csoportot együttesen alacsony (tehát negatív), míg 

a 3-as csoportot magas (azaz pozitív) fehérje expresszióval rendelkezőnek tekintettük. A GnRH-R 

expresszió nem mutatott összefüggést a tumor méretével (p = 0,722), a tumor lokalizációjával  

(p = 0,527), a nyirokcsomó áttétekkel (p = 0,126), a stádiummal (p = 0,913), illetve a betegség-

specifikus túléléssel (p = 0,423). Ahogy azonban a 20. ábra látható eredmények is mutatják, a 

magasabb GnRH-R expresszió rosszabb prognózist jelent, hiszen ebben az esetben több beteg és 

rövidebb időn belül halálozott el, mint az alacsonyabb GnRH-R expressziót mutató tumorral 

rendelkező betegek. 
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20. ábra Kaplan-Meier túlélési görbék, a GnRH-R expresszió és a betegség-specifikus túlélés közötti 

összefüggés vizsgálata. (A) Az eredeti 3 csoport (alacsony, közepes, magas GnRH-R expresszió) 

összehasonlítása (p = 0,556); (B) A dichotomizált csoportok (alacsony, magas GnRH-R expresszió) 

összehasonlítása (p = 0,423). 
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4.1.2 A GnRH származékok szintézise 

A GnRH-I és GnRH-II analógok esetén, ha a hatos pozícióban lévő glicint D-lizinre cseréljük, 

akkor nem csak egy konjugációra alkalmas funkciós csoportot nyerünk, hanem ezen származékok 

enzimstabilitása és receptorkötődése is jelentősen javul az eredeti szekvenciához képest.71 

Továbbá, GnRH-III Dau konjugátuma esetén, ha a négyes helyzetben lévő szerint vajsavval 

módosított lizinre (Lys(Bu)) cseréljük, akkor ennek a származéknak megnövekszik az 

enzimstabilitása, in vitro sejtbejutása és in vivo antitumor hatása is. Munkám során feltételeztem, 

hogy ha ezt a két módosítást együttesen alkalmazom, akkor hatékonyabb irányító molekulákat 

tudok előállítani. 

Ezért olyan GnRH-I és GnRH-II származékokat állítottam elő, melyek D-lizint, illetve négyes 

pozícióban Lys(Bu) módosítást is tartalmaztak (<EHWSYkLRPG-NH2, 1; <EHWK(Bu)YkLRPG-

NH2, 2; <EHWK(Bu)HkWYPG-NH2, 3; ahol az <E a piroglutaminsavat jelöli). Ezen kívül 

szintetizáltam egy vajsavval módosított GnRH-III származékot (<EHWK(Bu)HD(OMe)WKPG-

NH2, 4) is. Ebben az esetben az aszparaginsavat metilészter védőcsoporttal védtem, hiszen a 

későbbiekben az irányító molekulákat PpIX-nel terveztem konjugálni, és így biztosítottam, hogy a 

reakció során ne keletkezzen a GnRH-III két funkciós csoportja (az aszparaginsav karboxil- és a 

lizin aminocsoportja) között egy intramolekuláris amidkötés. Az Asp metilészter védelméről 

korábban kimutatták, hogy nem befolyásolja szignifikánsan a GnRH-III hatékonyságát és irányító 

képességét.168  

A vajsavval módosított származékok esetén a szintézis során a négyes pozícióba egy szelektíven 

hasítható védőcsoporttal ellátott lizin származékot kapcsoltam. A peptidgerinc megépítése után 

hasítottam ezt a védőcsoportot, majd a lizin oldalláncát vajsavanhidriddel reagáltattam. Az 1-3 

analógok esetén ez egy Lys(Dde) aminosav származék volt. Ezzel szemben a GnRH-III származék 

(4) esetében nem választhattam a hidrazinnal hasítható védőcsoportot, hiszen a metilészter 

védőcsoport is képes hidrazinnal reagálni hidrazid képződés közben. Ezért ennél a szintézisnél 

Lys(Mtt)-t használtam. Ebben az esetben az Fmoc-Asp(OMe)-OH beépítése után Fmoc-

hasítóelegyet is váltottam (2% piperidin, 2% DBU, 0,1 M HOBt / DMF), hiszen ez a (HOBt adalék 

miatt) kevésbé bázikus karakterű hasítóelegy segít meggátolni a metilészter védőcsoport 

lehasadását, továbbá az esetleges szukcinimid gyűrűzáródást is. 

A szintézisek befejezése után a peptideket savas közegben, megfelelő kationfogók jelenlétében 

hasítottam a gyantáról, mely során az oldallánc védőcsoportok is lehasadtak (az Asp(OMe) 
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kivételével). A nyers peptideket RP-HPLC-vel tisztítottam, és ESI-MS-sel azonosítottam (2. 

táblázat). A GnRH analógok MS spektrumai és analitikai HPLC kromatogramjai a függelék F1-

F4. ábráján láthatók.  

2. táblázat Az előállított peptidek (1-4) és azok PpIX konjugátumai (5-8) 

Kód Peptid  Kód Konjugátum 

1 GnRH-I[6D-Lys] → 5 GnRH-I[6D-Lys(PpIX)] 

2 GnRH-I[4Lys(Bu), 6D-Lys] → 6 GnRH-I[4Lys(Bu), 6D-Lys(PpIX)] 

3 GnRH-II[4Lys(Bu), 6D-Lys] → 7 GnRH-II[4Lys(Bu), 6D-Lys(PpIX)] 

4 GnRH-III[4Lys(Bu), 6Asp(OMe)] → 8 GnRH-III[4Lys(Bu), 6Asp(OMe), 8Lys(PpIX)] 

 

4.1.3 A GnRH-PpIX konjugátumok előállítása 

A protoporfirin IX egyik karboxilcsoportja és a megfelelő lizin ε-aminocsoportja közötti 

amidkötést oldatfázisban alakítottam ki PyBOP kapcsolóreagens jelenlétében (21. ábra). Mivel a 

PpIX fényérzékeny hatóanyag, ezért a reakciókat minden esetben sötétben végeztem. A reakciók 

során csak az 1:1 arányú GnRH-PpIX konjugátumot kaptam terméknek (2. táblázat), dimer 

származékot (GnRH-PpIX 2:1) egyik esetben sem detektáltam. A GnRH-I származékok esetében 

kis mennyiségű vízvesztett mellékterméket is kaptam, melyet enyhén lúgos körülmények között a 

kívánt termékké tudtam hidrolizálni. Ebből arra következtettem, hogy a kapcsolóreagens magas 

aktivitása miatt egy észterkötés is kialakult a PpIX másik karboxilcsoportja és a szekvenciában 

található tirozin oldallánca között. Feltételezésemet alátámasztja, hogy a GnRH-II és a GnRH-III 

analógok esetén, melyek nem, vagy csak a lizintől távolabbi pozícióban tartalmaznak tirozint 

(illetve más hidroxilcsoportot tartalmazó aminosavat) ilyen melléktermék nem keletkezett.  
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21. ábra GnRH-PpIX konjugátumok szintézise a GnRH-I[6D-Lys] (1) és PpIX reakciójának példáján, 

mely a GnRH-I[6D-Lys(PpIX)] (5) terméket eredményezi 

 

A reakcióelegyeket minden esetben RP-HPLC-vel tisztítottam, a termékeket ESI-MS-sel 

azonosítottam, tisztaságukat pedig analitikai RP-HPLC-vel ellenőriztem (3. táblázat). A GnRH-

PpIX konjugátumok MS spektrumai és analitikai HPLC kromatogramjai a függelék F5-F8. 

ábráján láthatók. 

3. táblázat Az előállított GnRH-PpIX konjugátumok analitikai jellemzői 

Kód Konjugátum Rt / perca MWszámolt / MWmért
b 

5 GnRH-I[6D-Lys(PpIX)] 24,2 1796,9 / 1797,4 

6 GnRH-I[4Lys(Bu), 6D-Lys(PpIX)] 24,7 1908,0 / 1908,5 

7 GnRH-II[4Lys(Bu), 6D-Lys(PpIX)] 24,9 1962,0 / 1962,7 

8 GnRH-III[4Lys(Bu), 6Asp(OMe), 8Lys(PpIX)] 25,1 1927,9 / 1928,6 
a Macherey-Nagel Nucleosil C18 oszlop (5 µm, 100 Å, 250 × 4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B,  

30 perc 90% B; B eluens: 0,1% TFA / acetonitril 
b Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus ioncsapda analizátoros ESI-MS 

 

4.1.4 Az előállított peptidek és GnRH-PpIX konjugátumok receptorkötődési vizsgálata 

A szintetizált peptidek és konjugátumok receptorkötődési képességét GnRH receptort nagy 

mennyiségben expresszáló humán agyalapi mirigy- és humán prosztata tumorszövet modellen 

határoztuk meg egy direkt leszorításos vizsgálat során. A ligand kompetíciós assay során a GnRH-

R-t tartalmazó membránhoz jól kötődő izotóp jelzett 125I-triptorelin ([125I]-GnRH-I[6D-Trp]) 

leszorítását vizsgáltuk a nem radioaktív peptidekkel és konjugátumokkal. A kapott eredmények azt 



47 

 

mutatták (4. táblázat), hogy a vajsavval módosított peptidek (2-4) GnRH receptorhoz való kötődése 

nagyon hasonló a csak D-lizinnel módosított származék (1) kötődéséhez, ami alapján 

feltételezhetjük, hogy mindegyik analóg irányítási képessége hasonló. Viszont a protoporfirinnel 

való konjugálás minden esetben csökkentette a kötődés erősségét, feltehetően a PpIX sztérikus 

gátlása miatt. A GnRH-I és GnRH-II peptideket tartalmazó konjugátumok (5-7) kötődése csak 

kisebb mértékben (egy nagyságrenddel) változott, azonban a GnRH-III – PpIX konjugátum (8) 

affinitása már két nagyságrenddel rosszabb volt a szabad peptidhez (4) képest. Az irodalomból 

ismert, hogy a GnRH-I és a GnRH-II térszerkezete U alakú,61 így a 6-os pozícióban lévő D-lizinhez 

kapcsolt protoporfirin nem zavarja számottevően a receptor felismerésében részt vevő aminosavak 

(a peptid N- és C-terminálisa) kötődését. Ezzel szemben a GnRH-III térszerkezete flexibilisebb, 

ezért a nagy térigényű protoporfirin 8Lys-hez történő konjugálása jelentősen csökkentheti a 

konjugátum receptorkötő képességét.169 A szabad PpIX az alkalmazott legnagyobb 

koncentrációban (10-6 M) sem mutatott receptor kötődést. 

4. táblázat A GnRH analógok és a GnRH-PpIX konjugátumok GnRH receptorhoz való kötődése 

Kód Vegyület 
IC50 / nM 

Agyalapi mirigy Prosztata tumor 

1 GnRH-I[6D-Lys] 6,44 ± 0,95 4,31 ± 0,83 

2 GnRH-I[4Lys(Bu), 6D-Lys] 9,70 ± 1,07 8,61 ± 1,08 

3 GnRH-II[4Lys(Bu), 6D-Lys] 5,56 ± 1,07 4,65 ± 0,31 

4 GnRH-III[4Lys(Bu), 6Asp(OMe)] 7,27 ± 0,92 6,56 ± 1,11 

5 GnRH-I[6D-Lys(PpIX)] 36,29 ± 3,17 42,67 ± 7,04 

6 GnRH-I[4Lys(Bu), 6D-Lys(PpIX)] 42,30 ± 4,27 41,80 ± 5,74 

7 GnRH-II[4Lys(Bu), 6D-Lys(PpIX)] 79,40 ± 8,88 84,50 ± 10,30 

8 GnRH-III[4Lys(Bu), 6Asp(OMe), 8Lys(PpIX)] 288,6 ± 17,3 341,4 ± 21,1 

 

4.1.5 Az előállított konjugátumok UV-Vis vizsgálata 

Mivel a protoporfirin IX tartalmú vegyületek esetében a biológiai vizsgálatok során besugárzást 

kell alkalmazni a kívánt toxicitás eléréséhez, ezért kíváncsiak voltunk, hogy a peptidhez való 

konjugálás mennyire befolyásolja a kromofór UV-látható spektrumát. Az előállított vegyületek 

spektrumait PBS-acetonitril keverékben vettük fel. A kapott spektrumok összevetése alapján 
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megállapítható, hogy 300 nm fölötti hullámhossz tartományban nincs szignifikáns különbség a 

szabad PpIX és az előállított peptid-PpXI konjugátumok spektrumai között (22. ábra), tehát 

kijelenthető, hogy a peptidekhez történő konjugálás nem befolyásolja a kromofór PpIX 

spektrumának lefutását. (A PpIX nélküli GnRH analógok spektrumjai a függelék F9. ábráján 

láthatók.) 

 

22. ábra A PpIX és a GnRH-PpIX konjugátumok UV-Vis spektruma 

 

4.1.6 GnRH receptor expresszió Detroit-562 humán garatrák sejteken 

A GnRH-PpIX konjugátumok hatékonyságának vizsgálatára in vitro modellnek a Detroit-562 

humán garatrák sejtvonalat választottuk. Erről a sejtvonalról korábban már kimutatták, hogy nagy 

mennyiségben expresszál GnRH-R-t, illetve ezen daganatsejtek hatékonyan veszik fel a különböző 

GnRH analógokat.170 Ezen korábbi eredményeket a konfokális lézermikroszkóppal végzett 

méréseink is megerősítették. A sejtek egy részének membránját permeabilizáltuk, vagyis a 

membránt a reagensek számára átjárhatóvá tettük, így lehetőségünk volt a sejtben expresszálódó 

teljes GnRH-R fehérje mennyiségének meghatározására (23. ábra, GnRH-R permeabilizált 

sejtekben). Látható, hogy a receptorok jelentős mennyiségben vannak jelen a sejtplazmában. Ez 

azért fontos, mert ha ligandum kötődik a membránban lévő GnRH receptorokhoz, az indukálja az 

intracelluláris receptorok felszínre lökődését és ezáltal a sejtfelszíni receptorszám növekedést. A 

kísérletet megismételtük nem permeabilizált sejtek esetében is (23. ábra, GnRH-R nem 

permeabilizált sejteken), és ekkor jelentős számú sejtfelszíni GnRH receptort tudtunk detektálni, 
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ami egyértelműen a membránban található receptorok nagy mennyiségére utal. Ezek alapján 

kijelenthető, hogy a Detroit-562 sejtvonal megfelelő modell a GnRH-PpIX konjugátumok 

hatékonyságának in vitro vizsgálatára. 

 

23. ábra GnRH-R Detroit-562 sejteken. A permeabilizált sejtek bizonyítják a nagymértékű GnRH-R 

expressziót, míg a nem permeabilizált sejteken a membránban található nagy mennyiségű GnRH-R 

látható. (magfestés: DRAQ5, kék; GnRH-R: Alexa Fluor 594, piros) 

 

4.1.7 A besugárzási idő és az inkubációs idő optimalizálása 

A sejt életképesség gátló hatás vizsgálatának optimalizálása során a kontroll GnRH-I[6D-

Lys(PpIX)] (5) konjugátumot használtuk. Első lépésként a besugárzás optimális időtartamát 

vizsgáltuk. A Detroit-562 sejteket 5 órán keresztül inkubáltuk a konjugátummal, majd a kezelőszert 

mosással eltávolítottuk a sejtekről, és 0, 2, 10, illetve 30 perc besugárzás után 72 órán keresztül 

tovább inkubáltuk 37 °C-on. Az eredmények (24. ábra A) azt mutatták, hogy a konjugátum 

önmagában, besugárzás nélkül a vizsgált koncentráció tartományban nem toxikus, míg 2 perc 

besugárzási idő már 50%-os viabilitás csökkenést okozott 0,1-1 µM koncentrációk esetén. A 10 és 

30 perces besugárzási idők között nem volt szignifikáns különbség, mindkettő esetén ~98%-os 

sejtpusztulást tapasztaltunk már 0,1 µM esetén is, ezért a további vizsgálatokhoz a 10 perces 
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besugárzási időt választottuk. Ez az időtartam még tolerálható egy állat vagy egy ember számára a 

kezelés során, így várhatóan kedvező lesz a későbbi vizsgálatok esetén is. 

Ezután vizsgáltuk az inkubációs időnek a sejt életképességre gyakorolt hatását. A sejteket az 5-

ös konjugátummal, illetve a szabad PpIX-vel 1, 3 vagy 5 órán keresztül kezeltük, majd a 

kezelőszert eltávolítottuk. Majd 10 perces besugárzást követően 72 órán keresztül 37 °C-on 

inkubáltuk a sejteket. Ahogy az 24. ábra B részén látható, a konjugátum esetében a rövidebb 

kezelési idő szignifikánsan kisebb hatást eredményezett. Ezzel szemben a protoporfirin IX esetén 

nem volt jelentős hatékonyság különbség az egyes kezelési időtartamok között, de 0,25 µM esetén 

a legnagyobb hatást az 5 órás kezeléssel értük el (24. ábra C). Az így kapott eredmények és a 

korábban a kutatócsoportban más GnRH-konjugátumokkal végzett mérések alapján a további 

kezelésekhez az 5 órás inkubációs időt választottuk. 
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24. ábra Az in vitro sejt viabilitási vizsgálatok optimalizálása. (A) A különböző besugárzási idő hatása; 

(B) A különböző inkubálási idő hatása az 5-ös konjugátummal való kezelés során; (C) A különböző 

inkubálási idő hatása protoporfirinnel való kezelés során. A sejt viabilitási értékek a DMSO kontroll %-

ában vannak kifejezve. Statisztikai szignifikanciát csak az optimalizált körülményekre (10 perc 

besugárzás, 5 óra kezelési idő) számoltunk (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). 

 

4.1.8 A GnRH-PpIX konjugátumok in vitro sejt viabilitás vizsgálata 

A többi GnRH-PpIX konjugátum hatását a már általunk optimalizált körülmények között (5 óra 

inkubációs idő és 10 perces besugárzás) Detroit-562 sejteken vizsgáltuk. Ahogy az a 25. ábra is 

megfigyelhető, az összes újonnan előállított konjugátum hatása jobb volt a szabad PpIX hatásánál. 

0,25 µM esetén már mindegyik vegyület 90-95%-os inhibíciót mutatott, miközben a PpIX csak 
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megközelítőleg 50% életképesség csökkenést eredményezett ugyanebben a koncentrációban. A 

leghatékonyabb konjugátumnak a GnRH-I[6D-Lys(PpIX)] (5) és GnRH-II[4Lys(Bu), 6D-

Lys(PpIX)] (7) bizonyultak, mind a két vegyület már 0,1 µM koncentrációban is 90% fölötti sejt 

életképesség gátlást mutatott. A másik két konjugátum, GnRH-I[4Lys(Bu), 6D-Lys(PpIX)] (6) és 

GnRH-III[4Lys(Bu), 6Asp(OMe), 8Lys(PpIX)] (8) kevésbé volt hatékony, ezek 0,1 µM esetén csak 

65-70%-os gátlást értek el. Ezt a sorrendet a számolt IC50 értékek is alátámasztják (5. táblázat). 

Továbbá, a peptidek önmagukban (protoporfirin nélkül) nem mutattak sem citotoxikus, sem 

citosztatikus hatást még 10 µM koncentrációban sem (függelék F10. ábra).  

 

25. ábra A GnRH-PpIX konjugátumok (5-8) és a PpIX in vitro sejt viabilitás gátlása 5 órás inkubációs idő 

és 10 perces besugárzás alkalmazásával. A sejt viabilitási értékek a DMSO kontroll %-ában vannak 

kifejezve. (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). 
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5. táblázat Az előállított GnRH-PpIX konjugátumok és a PpIX számolt IC50 értéke 

Kód Vegyület IC50 / nM 

5 GnRH-I[6D-Lys(PpIX)] 62,3 ± 5,9 

6 GnRH-I[4Lys(Bu), 6D-Lys(PpIX)] 89,8 ± 19,4 

7 GnRH-II[4Lys(Bu), 6D-Lys(PpIX)] 71,1 ± 6,2 

8 GnRH-III[4Lys(Bu), 6Asp(OMe), 8Lys(PpIX)] 81,8 ± 12,6 

PpIX Protoporfirin IX 209,3 ± 119,5 

 

4.1.9 Rövid összefoglalás 

A fej-nyaki laphámsejtes karcinóma (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) 

világszerte a daganatos megbetegedések csupán 4%-át okozza, azonban a halálozási aránya igen 

magas, ezért elengedhetetlenül fontos a megfelelő kezelés.171 Ez a betegség csoport gyakoribb 

férfiak körében és nagyobb mértékben érinti az 50 év felettieket.172 Számos lehetséges terápiás 

célpontot sikerült már azonosítani (pl. az EGFR) HNSCC kezelésére,173,174 azonban a célzott 

terápiát a kialakult rezisztencia miatt még nem sikerült megoldani.175 A GnRH receptor jelenlétét 

igazolták már száj- (KB) és gége karcinóma (HEp-2) sejteken,82 illetve humán garat tumorsejteken 

(Detroit-562) is.170  

Doktori munkám ezen részében igazoltuk, hogy a GnRH-R a betegekből származó fej-nyaki 

tumorminták nagy százalékában túlexpresszálódik, ezért megfelelő célpont lehet a HNSCC klinikai 

kezelésben is. Továbbá eredményeink egyértelműen bizonyították, hogy a magas GnRH-R 

expresszió rosszabb prognózist eredményez. A jövőbeli kezeléshez a célzott tumorterápiában 

alkalmazható négy különféle GnRH analóghoz kapcsolt PpIX konjugátumot szintetizáltam. 

Vizsgáltuk ezen konjugátumok receptorkötődését humán agyalapi mirigy és humán prosztata 

tumorszöveteken, illetve in vitro sejt életképességre gyakorolt hatását Detroit-562 humán garat 

tumorsejteken. Az eredményeink szerint a PpIX konjugátumok közül a vajsavval módosított 

GnRH-II analóg (7) hasonló hatékonyságot mutatott, mint a kontroll GnRH-I analóg (5), míg a 

vajsavval módosított GnRH-I analóg (6) és a GnRH-III származék (8) csak kevésbé voltak 

hatásosak, azonban az összes konjugátum jelentősen hatékonyabbnak bizonyult, mint a szabad 

PpIX. Ezen eredmények jól mutatják a célzott terápia jelentőségét és előnyeit a fotodinamikus 

terápiában, valamint előre vetítik a benne rejlő számos további lehetőséget is.  
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4.2 A hatóanyagok számának és pozíciójának fontossága daunomicin-Angiopep-2 

konjugátumokban 

Az Angiopep-2 peptid (TFFYGGSRGKRNNFKTEEY) az alacsony sűrűségű lipoprotein 

(LDL) receptor-kapcsolt fehérje-1 (LRP1) ligandja, mely először receptor-mediált transzcitózissal 

az agyba, majd ott receptor-mediált endocitózissal szelektíven a tumorsejtekbe juthat.90 Az 

Angiopep-2-t mint irányító molekulát már felhasználták különböző konjugátumok előállítására, 

melyekben három hatóanyagot kapcsoltak a peptidhez a két lizin oldallánc és az N-terminális 

aminocsoportokat felhasználva, észterkötést kialakítva a peptid és a hatóanyagok között.89,93 

Szintézis szempontjából valóban egyszerűbb mindhárom csoporthoz hatóanyagot kapcsolni, mint 

szelektíven egyik vagy másik aminocsoportot felhasználni, illetve az esetek többségében több 

hatóanyag alkalmazása nagyobb tumorellenes hatást eredményezhet. Korábban azonban nem 

vizsgálták, hogy a hatóanyagok pozíciója befolyásolja-e a konjugátum hatásosságát. Ezért a doktori 

munkám ezen részében azt vizsgáltam, hogy az Angiopep-2 peptidhez kapcsolt hatóanyagok száma 

és pozíciója hogyan befolyásolja a konjugátumok biológiai aktivitását, ehhez pedig előállítottam 

az összes egy, két, illetve három daunomicint tartalmazó származékot. A daunomicint minden 

esetben oximkötésen keresztül kapcsoltam a megfelelő pozícióba, mely egy előnyösebb és 

stabilabb kötés, mint a korábban alkalmazott észterkötés.  

4.2.1 A daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok szintézise 

A 19 aminosav hosszúságú Angiopep-2-alapú konjugátumok szintézisét Wang gyantán 

végeztem, így a C-terminálison karboxilcsoportot tartalmazó peptideket kaptam a gyantáról való 

hasítás után. Mivel a konjugátumok csak a hatóanyag pozíciójában és számában különböztek, ezért 

az eltérő számú és helyzetű aminooxiacetil linkerrel funkcionalizált peptidek szintézise során 

gyantaosztásos technikát alkalmaztam. A szekvencia egy pontja (11Arg) után a gyantát fokozatosan 

szétosztva, párhuzamosan építettem fel a szekvenciákat. Az első elágazásként használt, ötödik 

aminosavként felkapcsolt lizin (15Lys) esetén Fmoc-Lys(Mtt)-OH-t használtam. Az Mtt oldallánc 

védőcsoport híg savval (1-2% TFA/DCM) szelektíven hasítható a gyantán, ha az adott 

konjugátumban kapcsolódik hozzá hatóanyag, minden más esetben pedig a gyantáról való hasítás 

során a többi oldallánc védőcsoporttal együtt eltávolítható. A nyolcadik aminosavként kapcsolt 

aszparagin (12Asn) után a szukcinimid gyűrűzáródási reakció elkerülése érdekében az Fmoc-

csoport eltávolításához 2% piperidin + 2% DBU + 0,1 M HOBt / DMF elegyet alkalmaztam. Ezzel 
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a HOBt-t is tartalmazó kevésbé bázikus karakterű hasítóeleggyel elkerülhető a szintézis során 

bekövetkező szukcinimid gyűrűzáródási reakció. A kilencedik aminosav (11Arg) felkapcsolása 

után a gyantát két részre osztottam. A második elágazásként használt 10Lys esetében a szelektíven 

eltávolítható ortogonális oldallánc védőcsoportot tartalmazó Fmoc-Lys(Dde)-OH-t építettem be, 

ha a konjugátumban ehhez a lizinhez kapcsolódott hatóanyag (12, 14-16), ellenkező esetben a 

standard Fmoc-Lys(Boc)-OH-t használtam (9-11, 13). Ettől kezdve a két gyantát párhuzamosan 

építettem a tizennyolcadik aminosavig (2Phe), amely pontnál mindkét adag gyantát két részre 

osztottam. Utolsó aminosavként az N-terminálison hatóanyagot tartalmazó konjugátumok (11, 13, 

15, 16) esetében Fmoc-Thr(tBu)-OH-t, míg a szabad N-terminális aminocsoportot tartalmazó 

konjugátumok (9, 10, 12, 14) esetében Boc-Thr(tBu)-OH-t használtam. Ezután a megfelelő N-

terminális és/vagy lizin oldallánc védőcsoporto(ka)t (Fmoc, Dde, Mtt) szelektíven hasítottam, és a 

megfelelő pozíció(k)ba felkapcsoltam a Boc-védett aminooxiecetsavat. A szintézisek befejezése 

után a peptideket savas közegben, megfelelő kationfogók jelenlétében hasítottam a gyantáról, mely 

során az oldallánc védőcsoportok is lehasadtak. A nyers peptideket RP-HPLC-vel tisztítottam, és 

ESI-MS-sel azonosítottam, majd az aminooxiacetilezett peptidek esetében a tiszta frakciókat 

közvetlenül, liofilizálás nélkül használtam a hatóanyaggal való reakcióhoz.  

A tisztított aminooxiacetilezett peptidekhez a daunomicint oximkötéssel, enyhén savas 

körülmények között (NH4OAc puffer, pH 5,1) konjugáltam. A reakcióelegyeket RP-HPLC-vel 

tisztítottam, a termékeket ESI-MS-sel azonosítottam, tisztaságukat pedig analitikai RP-HPLC-vel 

ellenőriztem (6. táblázat). Az Angiopep-2 peptid és a daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok 

analitikai HPLC kromatogramjai és MS spektrumjai a függelék F11-F18. ábráján láthatók.  
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6. táblázat Az előállított daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok analitikai jellemzői 

Kód Konjugátum Rt / perca MWszámolt / MWmért
b 

9 H-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH 18,6 2300,1 / 2300,2 

10 H-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH 20,9 2882,3 / 2882,3 

11 Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH 21,9 2882,3 / 2882,3 

12 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFKTEEY-OH 21,2 2882,3 / 2882,3 

13 Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH 21,8 3464,5 / 3464,5 

14 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH 20,6 3464,5 / 3464,5 

15 Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFKTEEY-OH 21,8 3464,5 / 3464,5 

16 Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH 21,6 4046,7 / 4046,6 

a Macherey-Nagel Nucleosil C18 oszlop (5 µm, 100 Å, 250 × 4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 30 perc 90% B 
b Thermo Fisher Scientific Q Exactive Focus hibrid kvadrupol-orbitrap analizátoros ESI-MS 

 

A konjugátumok tisztítása során nyilvánvalóvá vált, hogy az egymás utáni kettő vagy három 

védőcsoport gyantán való hasítása számos mellékreakciót okoz, és a keletkező termék és 

melléktermékek mindkét alkalmazott HPLC oszlopról (C18 és C4) közel azonos retenciós idővel 

eluálódnak, így az elválasztásuk a gradiens módosításával sem megoldható. Ezért a két és három 

daunomicint tartalmazó származékok szintézisét megismételtem úgy, hogy a 15Lys esetében a 

korábban alkalmazott Fmoc-Lys(Mtt)-OH helyett Fmoc-Lys(Boc)-OH (15) vagy Fmoc-Lys(Dde)-

OH (13, 14, 16) aminosavakat használtam. A szintézis többi része a korábbiakkal megegyező 

módon történt. Ez az aminosav származék csere lehetővé tette, hogy csak a Dde, illetve az Fmoc 

csoportokat kelljen a gyantán hasítani, és ezzel a módszerrel már a tervezett tiszta származékok 

előállítása sikeres volt. 

4.2.2 A daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok in vitro citosztázis vizsgálata 

Az előállított peptid (9) és daunomicin-peptid konjugátumok (10-16) in vitro citosztatikus 

hatását U87 humán glioblastoma sejtvonalon vizsgáltuk. A sejteket a peptid és a konjugátumok 

különböző koncentrációjú oldatával (0,05-50 μM) 24 órán keresztül kezeltük, majd egy mosási 

lépés után a sejteket további 48 órán át 37 °C-on inkubáltuk. A vegyületek citosztatikus hatását 

MTT-teszt segítségével határoztuk meg. A mért IC50 értékek a 7. táblázatban láthatók. 
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7. táblázat Az Angiopep-2 peptid és a daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok mért IC50 értékei. 

Kód Konjugátum IC50 / µM 

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=Aoa)RNNFKTEEY-OH 24,0 ± 5,9 

13 Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH 32,3 ± 8,1 

14 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH 21,6 ± 5,4 

15 Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFKTEEY-OH 7,8± 6,3 

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

 

A natív peptid az alkalmazott koncentrációtartományban nem mutatott citosztatikus aktivitást. 

A kapott eredményekből látható, hogy nincs egyértelmű összefüggés a hatóanyagok száma és a 

citosztatikus hatékonyság között. Már az egy daunomicint tartalmazó konjugátumok esetében is 

nagy különbség látható: a hatóanyagot az N-terminálison tartalmazó származék (11) 

hatékonyabbnak bizonyult, mint a lizin oldalláncokon hatóanyaggal szubsztituált származékok (10, 

12). Ez utóbbiak közül pedig a C-terminálishoz közelebbi lizin (15Lys) módosítása (10) 

eredményezte a kevésbé hatékony konjugátumot.  

A két daunomicint tartalmazó konjugátumok esetében azt tapasztaltuk, hogy a hatóanyag 

számának növelése nem feltétlenül jár együtt a hatás növekedésével. A C-terminálishoz közelebbi 

lizinen is hatóanyagot tartalmazó konjugátumok (13, 14) kevésbé voltak hatékonyak, mint az abban 

a pozícióban hatóanyagot nem tartalmazó származék (15). Ahogy az eredményekből látható, az 

eredetileg legjobb citosztatikus hatással rendelkező származék (11) 15Lys oldalláncon való 

hatóanyag kapcsolás után (13) a tumorellenes hatás kifejezetten romlik. Azonban a többi két 

daunomicint tartalmazó származék esetében sem tapasztaltunk szignifikáns hatékonyság 

növekedést (12→14 és 11→15), amit a második hatóanyag beépítése miatt feltételeztünk volna. 

Sőt, a harmadik daunomicin konjugálása (16) sem tudta növelni a konjugátum hatékonyságát. 

Ezek alapján elmondható, hogy a daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok hatékonysága 

elsősorban nem a hatóanyagok számától, hanem inkább a hatóanyag molekulán belüli pozíciójától 

függ. Mivel a 15Lys oldalláncának módosítása minden esetben rontott a konjugátumok 

hatékonyságán, ezért ezt a jövőben érdemes lesz elkerülni. 
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4.2.3 A daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok in vitro sejtbejutási vizsgálata 

A konjugátumok citosztatikus aktivitását sok különböző tényező együttesen határozza meg, 

melyek közül az egyik az internalizáció hatékonysága. Ezért a konjugátumok (10-16) in vitro 

sejtbejutását U87 sejteken áramlási citométerrel vizsgáltuk. A sejteket a konjugátumok oldataival 

(2, 10 és 50 µM) egy órán keresztül kezeltük, majd egy mosási lépést követően a sejteket tripszinnel 

kezeltük, hogy az aspecifikus kötődést lehetővé tevő sejtfelszíni struktúrákat is eltávolítsuk, így 

csak a sejtekbe ténylegesen bejutott konjugátumok mennyiségét detektáltuk. Korábbi 

eredményeink igazolták, hogy a konjugátumok 24 óra után még a legnagyobb alkalmazott 

koncentrációban (50 µM) sem mutattak citotoxikus hatást. A 10 és 50 µM koncentráció esetén 

kapott eredmények a 26. ábra láthatók. Az ábrán a daunomicin pozitív (Dau+) élő sejtek arányát 

tüntettük fel.  

 

26. ábra A daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok in vitro sejtbejutása 

 

Az in vitro sejtbejutás vizsgálatok esetén is megfigyelhető, hogy jelentős különbségek vannak 

a különböző konjugátumok között. A leghatékonyabban internalizálódó konjugátum a daunomicint 

az N-terminálishoz közelebbi lizinen (10Lys) tartalmazó származék (12), mely már 10 µM-ban a 

sejtek 60%-ába bejut. Az N-terminálison funkcionalizált konjugátum (11), illetve ennek a kettőnek 

a kombinációját tartalmazó két hatóanyag tartalmú származék (15) 50 µM koncentrációban szintén 
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hatékonyan internalizálódott. Azonban a C-terminálishoz közelebbi lizinen (15Lys) daunomicint 

tartalmazó származékok (10, 13, 14, 16) legfeljebb a sejtek 65%-ába jutottak be, még a 

legmagasabb 50 µM koncentrációban is. Feltehetően ennek a pozíciónak a hatóanyaggal történő 

módosítása jelentősen csökkenti a konjugátumok receptorkötődését, és ezáltal a sejtbejutását is. 

Továbbá ezen származékok alacsony internalizációs képessége megmagyarázza az alacsony in 

vitro tumorellenes hatásukat is. 

Ahogy a citosztatikus hatás esetében, úgy az internalizáció mértékében sem okoz egyértelmű 

pozitív vagy negatív változást a hatóanyagok számának növelése, míg a hatóanyag(ok) 

pozíciójának van inkább döntő szerepe. 

4.2.4 A daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok degradációjának vizsgálata patkány máj 

lizoszóma preparátumban 

A 10, 13, 14, 16 konjugátumok esetében a viszonylag a magas IC50 értékek okára már választ 

kaphattunk, hiszen ezen származékok alacsony sejtbejutási képessége megmagyarázza azt. A 11 és 

15 konjugátumok esetében is a magasabb internalizációs képesség magyarázza az alacsony IC50 

értékeket. Azonban a 12 konjugátum esetében a fokozott mértékű sejtbejutást a citosztázis adatok 

nem támasztják alá. Ezért ennek az ellentmondásnak a feloldása érdekében vizsgáltam a 

konjugátumok metabolizmusát patkány máj lizoszóma preparátumban.  

A konjugátumok (10-16) ammónium-acetát pufferes oldatát elegyítettem a lizoszóma 

preparátummal. Az elegyeket kevertetés mellett 37 °C-on inkubáltam, majd 5 perc, 1, 6, 24 és 72 

óra elteltével mintákat vettem. Az enzimatikus reakciót hangyasavval állítottam le, és a mintákat 

HPLC-MS módszerrel vizsgáltam. Az azonosított hasítási pontok a 27. ábra láthatók, a detektált 

totál ion kromatogramok a függelék F19-F25. ábráján, az azonosított degradációs fragmensek 

pedig a függelék F1-F7. táblázatában láthatók. 
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27. ábra A daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok (10-16) lizoszomális degradációja során azonosított 

hasítási pontok 

 

A detektált legkisebb metabolit az egy aminosavat és az aminooxiacetil linkert tartalmazó 

daunomicin volt (Dau=Aoa-Thr-OH és H-Lys(Dau=Aoa)-OH).176 Azonban míg az N-

terminálishoz vagy a 15Lys oldalláncához kapcsolódó daunomicin esetében a legkisebb metabolit 

már egy óra után megjelent a kromatogramokban és rövid időn belül (6-24 óra) csak ezt a 

hatóanyag tartalmú fragmenst lehetett detektálni, addig a 10Lys oldalláncához kapcsolódó 

daunomicin esetében csak hat óra után jelent meg a legkisebb metabolit, és még 72 óra után sem 

az volt a legintenzívebben detektálható fragmens. A domináns fragmensek ebben az esetben a H-

GK(Dau=Aoa)R-OH és H-GK(Dau=Aoa)-OH metabolitok voltak. Valószínűleg ebben az esetben 

nagy sztérikus gátlás lép fel, ami miatt az enzimek nem férnek hozzá a környező peptidkötésekhez. 

Ez pedig már egyértelműen magyarázza, hogy a 12 konjugátumnak miért volt kisebb a 

tumorellenes hatása a kiemelkedő sejtbejutás ellenére. 

Tehát abban az esetben, ha nem hasadó linkeren keresztül kapcsoljuk a hatóanyagot, akkor 

különös tekintettel kell lenni a konjugációs hely megválasztására, hiszen a konjugátum 

lebomlásának mechanizmusa jelentősen befolyásolhatja annak biológiai hatását. 

4.2.5 Enzim-labilis spacert tartalmazó konjugátumok előállítása 

Mivel a 12 konjugátum sejtbejutási képessége kiemelkedő volt, viszont a hatóanyag 

felszabadulás problémákba ütközött, ezért olyan származékokat terveztem, melyekhez a 

daunomicin a 10Lys oldalláncán egy enzim-labilis spaceren (VA vagy GFLG) keresztül 

kapcsolódik. A Val-Ala szekvencia esetében a lizoszomális enzimek először az alanin után 

hasítanak, mely azonban ebben az esetben egy izopeptid kötéssel kapcsolódik a lizinhez, amit lehet, 
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hogy az enzimek nem képesek elhasítani, ezért terveztem egy olyan spacert is, mely távtartóként 

két glicint tartalmazott az alanin és az ε-aminocsoport között (VAGG). 

A peptidek szintézise a fentebb ismertetett módon történt. Mindegyik származéknál a 15Lys 

esetében Fmoc-Lys(Boc)-OH-t, míg a 10Lys esetében Fmoc-Lys(Dde)-OH-t építettem be, utolsó 

aminosavként pedig Boc-Thr(tBu)-OH-t kapcsoltam. A peptidgerinc szintézise után lehasítottam a 

Dde védőcsoportot híg hidrazin oldattal (2% N2H4/DMF), és Fmoc-technikával felépítettem az 

enzim-labilis spacereket a lizin oldalláncán, végül pedig felkapcsoltam a Boc-Aoa-OH-t. Ezt 

követően a peptideket hasítottam a gyantáról, majd RP-HPLC-s tisztítás után a tiszta terméket 

tartalmazó frakciót használtam a daunomicinnel való konjugáláshoz. A konjugátumokat ESI-MS-

sel azonosítottam, tisztaságukat pedig analitikai RP-HPLC-vel ellenőriztem (8. táblázat). A spacert 

tartalmazó daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok analitikai HPLC kromatogramjai és MS 

spektrumai a függelék F26-F28. ábráján láthatók.  

8. táblázat Az előállított spacert tartalmazó daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok analitikai jellemzői 

Kód Konjugátum Rt / perca MWszámolt / MWmért
b 

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 

a Macherey-Nagel Nucleosil C18 oszlop (5 µm, 100 Å, 250 × 4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 30 perc 90% B 
b Thermo Fisher Scientific Q Exactive Focus hibrid kvadrupol-orbitrap analizátoros ESI-MS 

 

4.2.6 Az enzim-labilis spacert tartalmazó daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok in vitro 

citosztázis vizsgálata 

A spacert tartalmazó daunomicin-peptid konjugátumok (17-19) in vitro citosztatikus hatását 

U87 humán glioblastoma sejtvonalon vizsgáltuk. A sejteket 24 órán keresztül kezeltük a 

konjugátumokkal (0,05-50 μM), majd mosás után további 48 órán keresztül inkubáltuk. A 

vegyületek citosztatikus hatását MTT-teszt segítségével határoztuk meg, a mért IC50 értékek a 9. 

táblázat láthatók. 
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9. táblázat A 10Lys pozícióban spacert tartalmazó daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok 

(17-19) mért IC50 értékei összehasonlítva a kiindulási konjugátummal (12). 

Kód Konjugátum IC50 / µM 

12 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFKTEEY-OH 24,0 ± 5,9 

17 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RNNFKTEEY-OH 16,9  ± 5,6 

18 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFKTEEY-OH > 50 

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

 

Ahogy az eredményekből is látható, a VA szekvencia önmagában (18) nem elegendő a hatás 

növelésére. A másik két spacer szekvenciát tartalmazó származék (17 és 19) pedig hasonló 

tumorellenes hatást mutatott, mint az eredeti konjugátum (12), tehát a konjugátumok hatékonyságát 

a spacerek beépítésével nem sikerült szignifikánsan javítani. 

4.2.7 Az enzim-labilis spacert tartalmazó daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok in vitro 

sejtbejutási vizsgálata 

Kíváncsiak voltunk, hogy a citosztatikus aktivitást miért nem sikerült növelni, hogy az enzim-

labilis spacer beépítése csökkentette-e a sejtbejutási képességet a 12 konjugátumhoz képest. Ezért 

az új konjugátumok (17-19) in vitro sejtbejutását U87 sejteken vizsgáltuk. A sejteket az 4.2.3 

részben bemutatott protokoll szerint kezeltük a konjugátumokkal, majd áramlási citometriával 

vizsgáltuk a sejtbejutási képességet. A 10 és 50 µM koncentráció esetén kapott eredmények a 28. 

ábra láthatók. 
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28. ábra A spacert tartalmazó daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok in vitro sejtbejutása (17-19) 

összehasonlítva a kiindulási konjugátummal (12) 

 

Ahogy a grafikonon is látszik, a VA (18) és a VAGG (19) spacerek beépítése jelentősen 

csökkentette a konjugátumok sejtbejutási képességét a kiindulási 12 konjugátumhoz képest. Ez 

magyarázhatja, hogy ezen konjugátumok esetében miért nem sikerült hatékonyan növelni a 

tumorellenes hatást. Azonban a GFLG spacert tartalmazó konjugátum (17) sejtbejutási képessége 

összemérhető volt a 12 konjugátuméval, így ebben az esetben nem az internalizációs képesség 

megváltozása miatt nem javult jelentős mértékben a citosztatikus hatás. 

4.2.8 Az enzim-labilis spacert tartalmazó daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok 

degradációjának vizsgálata patkány máj lizoszóma preparátumban 

A konjugátumok in vitro biológiai viselkedésének teljesebb megértéséhez vizsgáltam a 

konjugátumok metabolizmusát patkány máj lizoszóma preparátumban. Ehhez a konjugátumokat 

lizoszóma preparátummal inkubáltam, majd a korábbiakhoz hasonlóan 5 perc, 1, 6, 24 és 72 óra 

elteltével mintákat vettem, melyeket HPLC-MS módszerrel vizsgáltam. Az azonosított hasítási 

pontok a 29. ábra láthatók, a detektált totál ion kromatogramok a függelék F29-F31. ábráján, az 

azonosított degradációs fragmensek pedig a függelék F8-F10. táblázatában láthatók. 
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29. ábra Az enzim-labilis spacert tartalmazó daunomicin-Angiopep-2 konjugátumok (17-19) lizoszomális 

degradációja során azonosított hasítási pontok 

 

Az eredmények alapján elmondható, hogy a VA spacer esetén (18) az enzimek valóban nem 

képesek hasítani az alanin és a lizin közötti izopeptid kötést, így a várt metabolit (Dau=Aoa-Val-

OH) csak elhanyagolható mennyiségben keletkezett a mérési időtartam alatt. Továbbá a H-

K(Dau=Aoa-VA)-OH is csak nagyon kis mennyiségben keletkezett, valószínűleg sztérikus gátlás 

miatt, hiszen domináns fragmensként még 72 óránál is a H-GK(Dau=Aoa-VA)R-OH-t detektáltuk. 

Így a 18 konjugátum esetében nem csak a rossz sejtbejutási képesség, hanem a lassú metabolizáció 

is oka lehet az alacsony tumorellenes hatásnak. 

Ezzel szemben a VAGG spacert tartalmazó konjugátum (19) esetében a Dau=Aoa-VA-OH 

metabolit már egy óra után, a Dau=Aoa-V-OH metabolit pedig hat óra után detektálható volt. 

Ebben az esetben egyértelműen az alacsony internalizációs képesség okozta a 12 konjugátumhoz 

hasonló citosztatikus hatást. 

A GFLG spacert tartalmazó konjugátum (17) esetében a Dau=Aoa-GF-OH metabolit csupán hat 

óra elteltével volt először detektálható, melynek a további degradációja Dau=Aoa-G-OH-vá 

kifejezetten lassúnak bizonyult. Ebben az esetben is valószínűsíthető, hogy sztérikus gátlás lépett 

fel, hiszen még 24 óra után is az egyik legintenzívebben detektálható fragmens a H-GK(Dau=Aoa-

GFLG)R-OH metabolit volt. A lassú lizoszomális degradáció pedig megmagyarázza, hogy a 17 

konjugátum esetében miért nem sikerült növelni a tumorellenes hatást. 

4.2.9 Rövid összefoglalás 

A doktori munkám ezen részében a hatóanyagok számának és pozíciójának fontosságát 

vizsgáltam. Az Angiopep-2 peptid esetében a kismolekulás hatóanyagot tartalmazó konjugátumok 

előállítása során eddig mindhárom aminocsoportot (N-terminális, illetve 10Lys és 15Lys oldallánc 

aminocsoportok) felhasználták a konjugáláshoz.89,93 Azonban a három hatóanyag tényleges 

fontosságát korábbi kutatásokban nem vizsgálták. Ezért a munkám során először előállítottam az 

összes egy, kettő, illetve három daunomicint tartalmazó konjugátumot (7 konjugátum, 10-16), 

optimáltam a szintézis körülményeket a tiszta konjugátumok előállítása érdekében és 
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tanulmányoztuk ezek in vitro citosztatikus hatását, sejtbejutási képességét, majd vizsgáltam a 

konjugátumok degradációját is patkány máj lizoszóma preparátum jelenlétében. Az eredmények 

azt mutatták, hogy a hatóanyagok számának a növelésével nem sikerült jelentősen javítani a 

konjugátumok hatékonyságát. A legjobb hatással az N-terminálison daunomicint tartalmazó 

konjugátum (11) rendelkezett, melynek sejtbejutási képessége és degradációs profilja is kedvező 

volt. A C-terminálishoz közelebbi lizin (15Lys) módosításával (10) azonban a hatékonyság 

jelentősen romlott, mely visszavezethető az alacsony sejtbejutási képességre. Az N-terminálishoz 

közelebbi lizin (10Lys) szubsztitúciójával (12) pedig egy kiemelkedő internalizációval rendelkező 

konjugátumot sikerült előállítani, melynek a tumorellenes hatékonysága azonban nem volt 

kimagasló. A degradációs vizsgálatok eredményeiből nyilvánvalóvá vált, hogy ebben az esetben a 

lassú metabolizáció okozza az alacsony citosztatikus aktivitást. Ennek kiküszöbölésére ebbe a 

pozícióba egy enzim-labilis spacert (GFLG, VA vagy VAGG) építettem a hatóanyag és a lizin 

oldallánca közé. Ezek egy része azonban jelentősen rontotta a konjugátum sejtbejutási képességét 

(18 és 19), a megfelelő internalizációval rendelkező GFLG spacert tartalmazó konjugátum (17) 

pedig a kiindulási molekulához (12) hasonló lassú degradáció miatt nem tudta javítani a 

tumorellenes hatást.  

Ezek az eredmények rámutatnak arra, hogy egy konjugátum hatása rendkívül sok paramétertől 

függhet: a hatóanyag pozíciójától és számától, a sejtbejutási képességtől, és a metabolizmustól, és 

ezeket a konjugátumok tervezése során minden esetben figyelembe kell venni. 
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4.3 EGFR célzó hatóanyag-peptid konjugátumok oldhatóság növelése hidrofil 

polimerekkel 

Az epidermális növekedési faktor receptor (EGFR) kulcsfontosságú szerepet játszik a 

rosszindulatú daganatok kialakulásában. Mivel az EGFR a szolid tumorok nagy részében 

túlexpresszálódik, ezért megfelelő célreceptor lehet az irányított tumor terápiában.112,113  

Doktori munkám ezen részében különböző EGFR célzó hatóanyag-peptid és hatóanyag-peptid-

polimer konjugátumokat szintetizáltam a szerkezet-aktivitás összefüggés tanulmányozására. 

Ezeket a biokonjugátumokat az EGFR-hez szelektíven kötődő peptidek (GE11120 és D4131) 

felhasználásával állítottam elő, hatóanyagként pedig daunomicint választottam, melyet 

oximkötéssel kapcsoltam az aminooxiacetilezett peptidekhez. Mindegyik peptid esetében 

szintetizáltam olyan származékokat is, ahol egy enzim-labilis spacert (GFLG164 vagy YRRL166) 

építettem a hatóanyag és a peptid közé, hogy növeljem a hatóanyag lizoszómában való 

felszabadulásának mértékét. Azonban ezek a távtartók nagymértékben befolyásolták a 

konjugátumok oldhatóságát. A legrosszabbul oldódó GFLG spacer tartalmú származékokhoz egy 

hidrofil polimermolekulát (PEG vagy HbPG) kapcsoltam, hogy megnöveljem a konjugátumok 

oldhatóságát. Feltételeztük, hogy a polimerek bizonyos mértékben befolyásolják a konjugátumok 

receptorkötődését, ezért vizsgáltuk, hogy egy pentaglicin (G5) spacer beépítése a polimer és a 

peptid közé hogyan befolyásolja a biológiai hatást. Ehhez a konjugátumok in vitro citotoxicitását 

és sejtbejutását az EGFR-t nagy mennyiségben expresszáló HT-29 humán vastagbél 

adenokarcinóma sejteken177 vizsgáltuk. 

A méréseket a Semmelweis Egyetem Genetikai, Sejt- és Immunbiológiai Intézet Kemotaxis 

Munkacsoportjával és a TTK AKI Polimerkémiai Kutatócsoporttal együttműködésben végeztük. 

4.3.1 A daunomicin-peptid konjugátumok szintézise 

A hatóanyag-peptid konjugátumok szintéziséhez először a két irányító molekulát, a GE11 

(YHWYGYTPQNVI) és a D4 (LARLLT) peptideket szilárdfázisú peptidszintézissel állítottam elő. 

Mindkét irányító peptid esetében szintetizáltam spacer nélküli (21 és 25) és az N-teminálison egy 

GFLG (22 és 26) vagy YRRL (23 és 27) enzim-labilis spacerrel meghosszabbított származékokat 

is, majd a Boc-aminooxiecetsavat az így elkészített peptidek N-terminálisára kapcsoltam még a 

gyantán. A kontroll peptidek (20 és 24) esetén az aminooxiecetsav kapcsolása helyett acetileztem 

az N-terminálist. A szintézisek befejezése után a peptideket savas közegben, a megfelelő 
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kationfogók jelenlétében hasítottam a gyantáról, majd a nyers peptideket RP-HPLC-vel tisztítottam 

és ESI-MS-sel azonosítottam. A tiszta aminooxiacetilezett peptidet tartalmazó frakciókat 

közvetlenül, bepárlás után használtam a daunomicinnel való konjugáláshoz. 

A daunomicint minden esetben oximkötéssel kapcsoltam a peptidekhez, mely reakcióhoz 

enyhén savas közeget (ammónium-acetát puffer:DMF 1:1 (V/V); pH 5,1) alkalmaztam. Az 

elegyeket RP-HPLC-vel tisztítottam, a termékeket ESI-MS-sel azonosítottam, tisztaságukat pedig 

analitikai RP-HPLC-vel ellenőriztem (10. táblázat). Az acetilezett peptidek és a daunomicin-peptid 

konjugátumok analitikai HPLC kromatogramjai és ESI-MS spektrumjai a függelék F32-F39. 

ábráján láthatók. 

10. táblázat Az előállított peptidek (20, 24) és konjugátumok (21-23, 25-27) analitikai 

jellemzői és turbiditása 

Kód Peptid/Konjugátum Rt / perca MWszámolt/MWmért
b 

Turbiditás 

(100-T%)c 

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

21 Dau=Aoa-GE11 30,2 2121,9/2122,1 18,2 

22 Dau=Aoa-GFLG-GE11 33,6 2496,3/2496,5 36,8 

23 Dau=Aoa-YRRL-GE11 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 

a Phenomenex Aeris PEPTIDE XB-C18 oszlop (5 μm, 100 Å; 250×4,6 mm); gradiens 0 perc 2% B,  

5 perc 2% B, 50 perc 90% B 
b Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus ioncsapda analizátoros ESI-MS 
c 100 µM, DMSO:sejttenyésztő médium (1:9, V/V) elegyben mérve 

 

4.3.2 A daunomicin-peptid konjugátumok oldhatóságának vizsgálata 

Mivel mindkét irányító molekula számos hidrofób aminosavat tartalmaz, és az egyik 

alkalmazott enzim-labilis spacer (GFLG) is tovább növeli a peptidek hidrofóbitását, ezért az in 

vitro mérések előtt a konjugátumok oldhatóságát turbiditás mérésekkel határoztuk meg. A 
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turbiditás (zavarosság) az oldat átlátszóságának (transzmittancia, T) csökkenését jelenti egy 

oldhatatlan anyag jelenléte miatt, melyet 100-T%-ban fejezünk ki. A méréseket egy UV-Vis 

spektrofotométer segítségével végeztük, az oldatok fényáteresztő képességét 630 nm vizsgáltuk. 

Ezen a hullámhosszon a hatóanyag-peptid konjugátumoknak nincs abszorbanciája, ami zavarhatná 

a mérést (függelék F40. ábra). A mérések során azt tapasztaltuk, hogy a Dau-peptid konjugátumok 

nem oldódnak vízben, ezért DMSO-ban oldottuk elő a konjugátumokat (1 mM). Ezeket a tiszta 

DMSO-s törzsoldatokat közvetlenül a mérés előtt hígítottuk tízszeresére (100 µM) RPMI-1640 

sejttenyésztő médiummal. Ez a koncentráció (100 µM) az általunk az in vitro mérések során 

általánosan alkalmazott és jelen esetben is a tervezett legmagasabb oldatkoncentráció. A kapott 

turbiditás értékek a 10. táblázat láthatók. Fontos megjegyezni, hogy egy óra várakozási idő után az 

elegyek közel átlátszóvá váltak (a turbiditás 0-0,5 értékre változott), vagyis nem stabil kolloid 

rendszert kaptunk, hanem a kicsapódott konjugátumok idővel leülepedtek a küvetta aljára. 

Ahogy az eredményekből látható, a Dau=Aoa-D4 kivételével (25, turbiditás: 1,9) az összes 

konjugátum a hígítás hatására részlegesen kicsapódott, még az ilyen nagy mennyiségű DMSO-t 

(10%) tartalmazó oldószerelegyből is. Azonban mivel már ez a DMSO koncentráció is messze 

meghaladja a sejtek számára tolerálható, vagyis még nem toxikus mennyiséget, ezért ezek a 

konjugátumok jelen formában biztosan nem alkalmazhatók az irányított tumorterápiában. Emiatt 

ezekkel a konjugátumokkal in vitro vizsgálatokat nem végeztünk. 

4.3.3 A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok szintézise 

A felmerült oldhatósági problémát mindenképp szerettük volna kiküszöbölni, hogy az irányító 

molekulákat vizsgálni tudjuk, ezért új, vízoldható polimert is tartalmazó daunomicin-peptid-

polimer konjugátumokat terveztem. Ilyen vízoldható polimer például a poli(etilénglikol) (PEG), 

melynek gyógyszerekhez, peptidekhez és konjugátumokhoz való kapcsolása jól ismert módszer az 

oldhatóság növelésére,158 azonban mára ennek a technikának a hátrányai is jól ismertek.159 Emiatt 

a konjugátumok előállításához nem csak a kereskedelemben kapható amin-PEG-et, hanem egy 

amin-monofunkciós hiperelágazásos poliglicidolt (HbPG) is választottam, mely egy kimagasló 

vízoldhatósággal és biokompatibilitással rendelkező nemlineáris PEG-analóg.160 A két kiválasztott 

polimer szerkezete a 30. ábra látható. A kiválasztott polimerek számátlag molekulatömege 

mindkét esetben 1000 g/mol volt. Mivel a polimerek sztérikusan gátolhatják a receptor-ligandum 

kötődést, ezért olyan analógokat is terveztem, melyek egy pentaglicin távtartót (G5 spacert) 
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tartalmaztak a polimer és a peptid között. A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok 

szintéziséhez a GFLG spacer tartalmú peptideket választottam, mivel ezen származékoknak (22, 

25) volt a legrosszabb az oldhatósága (10. táblázat).  

A konjugátumok előállításához először a GFLG spacert tartalmazó GE11 és D4 származékokat 

ismételten előállítottam, azonban ebben az esetben szabad karboxil C-terminálissal. A peptidlánc 

felépítése után minden peptid N-terminálisára egy izopropilidén védett aminooxiecetsavat 

kapcsoltam.178 Előállítottam a C-terminálison pentaglicin spacert tartalmazó származékokat is. A 

szintézisek befejezése után a peptideket TFA-s közegben, megfelelő kationfogók jelenlétében 

hasítottam a gyantáról, majd a nyers peptideket RP-HPLC-vel tisztítottam és ESI-MS-sel 

azonosítottam.  

 

30. ábra A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok szintézise. (A) Az izopropilidén védett 

aminooxiacetilezett peptidek konjugálása a polimerrel; (B) Az izopropilidén védőcsoport eltávolítása;  

(C) A daunomicin konjugálása oximkötésen keresztül. 

 

A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok szintézisének lépéseit a 30. ábra szemlélteti. A 

tisztított és liofilizált peptideket a C-terminális karboxilcsoportjukon keresztül oldatfázisban 
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konjugáltam az amin-funkciós polimerekhez (amin-PEG vagy amin-HbPG). Az amidkötés 

kialakításához BOP kapcsolószert, illetve HOBt és DIPEA reagenseket alkalmaztam (30. ábra A). 

A reakcióelegyeket RP-HPLC-vel tisztítottam, majd a termékekről liofilizálás után az 

izopropilidén védőcsoportot metoxiamin 1 M-os puffer oldatával hasítottam (30. ábra B). Egy 

újabb HPLC-s tisztítást követően a szabad aminooxiacetilezett peptid-polimer konjugátumokat 

tartalmazó frakciókat közvetlenül, az oldat bepárlása után használtam a hatóanyag konjugálásához, 

ahol a daunomicint ammónium-acetát pufferben oximkötésen keresztül kapcsoltam (30. ábra C). 

Végül az elegyeket ismét RP-HPLC-vel tisztítottam és a termékeket ESI-MS-sel azonosítottam 

(11. táblázat). Példaként a 31-es konjugátum tömegspektruma a 31. ábra látható. A spektrumban 

található mindegyik csúcs megfeleltethető a Dau-peptid-polimer konjugátumnak. Az eltérő tömegű 

csúcsok megjelenése a polimer molekulatömeg-eloszlásából adódik, és az egymás melletti csúcsok 

közötti különbség a makromolekulát alkotó ismétlődő egység tömegéből származtatható (2+ 

esetében 74/2 = 37 Da). A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok analitikai HPLC 

kromatogramjai és ESI-MS spektrumai a függelék F41-F48. ábráján láthatók.  

 

31. ábra A Dau=Aoa-GFLG-GE11-G5-HbPG (31) tömegspektruma 
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11. táblázat Az előállított hatóanyag-peptid-polimer konjugátumok (28-35) analitikai 

jellemzői és turbiditása 

Kód Konjugátum Rt / perca MWátlag
b 

Turbiditás 

(100-T%)c 

28 Dau=Aoa-GFLG-GE11-PEG 35,6 3563,4 4,2 

29 Dau=Aoa-GFLG-GE11-G5-PEG 34,6 3632,4 3,3 

30 Dau=Aoa-GFLG-GE11-HbPG 32,4 3163,3 2,7 

31 Dau=Aoa-GFLG-GE11-G5-HbPG 32,2 3447,3 2,1 

32 Dau=Aoa-GFLG-D4-PEG 38,9 2757,2 3,7 

33 Dau=Aoa-GFLG-D4-G5-PEG 39,1 2954,0 3,5 

34 Dau=Aoa-GFLG-D4-HbPG 35,0 2382,2 2,2 

35 Dau=Aoa-GFLG-D4-G5-HbPG 35,4 2666,9 2,9 

a Phenomenex Aeris PEPTIDE XB-C18 oszlop (5 μm, 100 Å; 250×4,6 mm); gradiens 0 perc 2% B,  

5 perc 2% B, 50 perc 90% B 
b Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus ioncsapda analizátoros ESI-MS; átlagos MW, az ESI-MS 

spektrumok legintenzívebb csúcsából meghatározva 
c 100 µM, desztillált víz:sejttenyésztő médium (1:9, V/V) elegyben mérve 

 

4.3.4 A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok oldhatóságának vizsgálata 

Az újonnan előállított daunomicin-peptid-polimer konjugátumok oldhatóságát turbidimetriás 

mérésekkel vizsgáltuk. Ebben az esetben a konjugátumok már jól oldódtak desztillált vízben, ezért 

a törzsoldatokat desztillált vízben készítettük (1 mM), majd az így kapott oldatokat hígítottuk 

közvetlenül a mérés előtt szérum tartalmú RPMI-1640 médiummal (100 µM). A 630 nm-en végzett 

mérések során minden esetben csupán alacsony turbiditást tapasztaltunk (11. táblázat), mely idővel 

sem változott. Ez alátámasztja a korábbi feltételezésünket, miszerint a hidrofil polimerek jelentősen 

megnövelik a konjugátumok oldhatóságát. A PEG tartalmú konjugátumok zavarossága azonban 

kis mértékben magasabb volt, mint a HbPG-alapú konjugátumoké.  

4.3.5 A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok in vitro sejtbejutásának vizsgálata 

Feltételeztük, hogy a HbPG az elágazó szerkezete és ezáltal kisebb flexibilitása miatt kisebb 

sztérikus árnyékolást jelent majd a receptorkötődés és a sejtfelvétel során, mint a PEG, hiszen a 
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HbPG hidrodinamikai térfogata (Vh) kisebb, mint a hasonló molekulatömegű PEG Vh értéke. Ezen 

feltételezésünket különböző in vitro biológiai vizsgálatok elvégzésével próbáltuk igazolni.  

A 28-35 konjugátumok in vitro sejtbejutását HT-29 humán vastagbél adenokarcinóma sejteken 

vizsgáltuk. A kezeléseket letapadt és szuszpenzióban lévő sejteken is elvégeztük. A sejteket a 

konjugátumok 10 μM koncentrációjú oldatával 30 percen keresztül kezeltük, majd a sejteket 

áramlási citométerrel vizsgáltuk. A letapadt és a szuszpenzióban lévő sejtek esetében is a sejtek 

egy részét a mérés előtt tripszin-EDTA-val kezeltük. A tripszin eltávolítja a sejtek felületén, nem-

specifikusan a membránhoz kötődött vegyületeket, így vizsgálható a ténylegesen internalizált 

konjugátumok mennyisége. A tripszin-EDTA kezelés nélküli minták esetén a kapott fluoreszcencia 

intenzitás értékek az internalizálódott és a sejt felszínén kötődött konjugátumok együtteséből 

adódik, míg membrán-kötött konjugátumok mennyiségére a tripszin-EDTA kezelt és kezeletlen 

minták közötti fluoreszcencia intenzitás utal. Ahogy a 32. ábra látható, a konjugátumok nagy része 

intracellulárisan található, illetve nem figyelhető meg szignifikáns különbség a szuszpenzióban 

levő (32. ábra A és B) és a letapadt (32. ábra C és 32. ábraD) sejtek internalizációja között. Mindkét 

csoportban (GE11 és D4 tartalmú konjugátumok) egy-egy vegyület mutatott kiemelkedő 

sejtbejutást: a Dau=Aoa-GFLG-GE11-PEG (28) és a Dau=Aoa-GFLG-D4-G5-HbPG (35), továbbá 

egyedül a Dau=Aoa-GFLG-GE11-G5-PEG (29) konjugátum esetén tapasztaltunk nagyon alacsony 

sejtbejutási értéket.  

A pentaglicin spacer növelte a D4-HbPG-származék (34 és 35) sejtfelvételét, hiszen 

valószínűleg a megnövekedett távolság a gömbszerű, globuláris HbPG és a nagyon rövid, hat 

aminosavból álló D4 peptidszekvencia között elősegítette a receptorkötődést. A G5 spacer azonban 

minden más esetben csökkentette a konjugátumok sejtbejutását. A legjelentősebb különbséget a 

GE11-PEG esetében (28 és 29) figyeltük meg, ahol a G5 spacer teljes mértékben lecsökkentette az 

internalizációt. Ebben az esetben valószínűleg a G5 spacer tovább fokozta a PEG lánc flexibilitását, 

amely így gátolhatta a GE11 peptid receptorkötődését. 
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32. ábra A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok in vitro sejtfelvétele HT-29 sejteken 30 perc 

inkubációs idő után. A sejtbejutást szuszpenzióban lévő (A: GE11 és B: D4 tartalmú konjugátumok) és 

letapadt (C: GE11 és D: D4 tartalmú konjugátumok) sejteken is vizsgáltuk. 

 

Kiválasztottuk sejtbejutás szempontjából az egyik legjobb konjugátumot, a Dau=Aoa-GFLG-

D4-G5-HbPG-t (35), majd annak az időfüggő sejtfelvételét is megvizsgáltuk. A HT-29 sejteket 15, 

30 vagy 60 percig kezeltük a 35 konjugátummal, ezután a szuszpenzióban lévő, illetve a letapadt 

sejteket tripszin-EDTA-val kezeltük, végül a sejteket áramlási citometriával vizsgáltuk. Ahogy a 

33. ábra látható, a fluoreszcencia intenzitás mindkét körülmény esetében az idő előrehaladtával 

növekedett. A letapadt sejtek 15 perc elteltével kisebb mértékben vették fel a 35 konjugátumot, 

mint a szuszpenzióban lévő sejtek, azonban látható, hogy ez 30 perc után már nagyjából azonos 

mértékű. Egy óra után pedig a konjugátum sejtbejutása a letapadt sejtek esetében már meghaladja 

a szuszpenzióban lévő sejtekét. 



74 

 

 

33. ábra A Dau=Aoa-GFLG-D4-G5-HbPG-t (35) időfüggő sejtbejutása HT-29 sejteken. 

 

4.3.6 A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok in vitro sejt viabilitásra gyakorolt 

hatása 

Az előállított daunomicin-peptid-polimer konjugátumok in vitro sejt életképességre gyakorolt 

hatását HT-29 sejteken xCELLigence készülékkel vizsgáltuk. A sejteket a konjugátumok 

különböző koncentrációjú oldatával (0,1-50 μM) kezeltük, majd a sejteket 72 órán keresztül 

monitoroztuk. A 48 órás kezelés után kapott normalizált sejtindex értékeket a koncentráció 

függvényében ábrázoltuk (34. ábra), majd ezekből meghatároztuk az IC50 értékeket (12. táblázat). 

Ebben az esetben is mindkét csoportban (GE11 és D4 tartalmú konjugátumok) egy-egy vegyület 

mutatott kiemelkedő citotoxicitást: a Dau=Aoa-GFLG-GE11-PEG (28) és a Dau=Aoa-GFLG-D4-

G5-HbPG (35), amely jól korrelált az internalizációs vizsgálatokkal. Vizsgáltuk a kontroll 

acetilezett peptidek (20, 24) sejt életképességre gyakorolt hatását is, azonban ezek a hatóanyag 

nélküli peptidek nem mutattak sem citotoxikus, sem citosztatikus hatást ezen körülmények között. 
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34. ábra A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok in vitro citotoxikus hatása HT-29 sejteken.  

(A) GE11 tartalmú és (B) D4 tartalmú konjugátumok eredményei.  

 

12. táblázat A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok számított IC50 értékei, valamint a konjugátumok 

kritikus aggregációs koncentrációja (cac), a nanorészecskék mérete (d) és polidiszperzitás indexe (PDI). 

Kód Konjugátum IC50 / µM d / nm PDI cac / µM 

28 Dau=Aoa-GFLG-GE11-PEG 1,2 370,0 0,082 28,6 ± 4,4 

29 Dau=Aoa-GFLG-GE11-G5-PEG 9,1 171,8 0,137 9,3 ± 0,9 

30 Dau=Aoa-GFLG-GE11-HbPG 9,3 83,8 0,144 16,6 ± 1,6 

31 Dau=Aoa-GFLG-GE11-G5-HbPG 6,0 52,3 0,092 20,2 ± 2,9 

32 Dau=Aoa-GFLG-D4-PEG 5,1 189,3 0,130 16,1 ± 1,3 

33 Dau=Aoa-GFLG-D4-G5-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 ± 1,2 

35 Dau=Aoa-GFLG-D4-G5-HbPG 3,8 71,3 0,042 13,4 ± 0,5 

 

4.3.7 A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok amififil karakterének és aggregációs 

tulajdonságának vizsgálata 

Ahogy a 34. ábra is megfigyelhető, néhány konjugátum még a legnagyobb koncentrációban 

sem pusztította el a sejtek nagy részét, ezekben az esetekben „telítési görbét” (platót) láthatunk (pl. 
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Dau=Aoa-GFLG-D4-HbPG (34) és Dau=Aoa-GFLG-GE11-G5-PEG (29)). Ezt a jelenséget a 

peptid- és a polimer blokk eltérő tulajdonságaival (pl. filicitás) értelmezhetjük. Abban az esetben, 

ha a konjugátumok micelláris típusú aggregációra hajlamosak, megváltozhat a konjugátum 

sejtbejutásának hatékonysága vagy a hatóanyag felszabadulása. Mivel a konjugátumok egy erősen 

hidrofób GFLG spacer tartalmú peptidláncot és egy erősen hidrofil polimer blokkot tartalmaznak, 

ebből adódóan a konjugátum amfifil karakterű, ezért a konjugátumok egy kritikus aggregációs 

koncentráció (cac) felett ún. „önszerveződő” nanorészecskéket alkothatnak. Ez akadályozhatja az 

irányító peptid hozzáférhetőségét és a receptorkötődést, illetve ezáltal a hatást is. Ezt a feltételezést 

az oldhatóság mérési eredmények is megerősítik, mivel az alacsony turbiditás értékek nanoméretű 

aggregátumok, kolloidok képződésre is utalhatnak. Ennek igazolására dinamikus fényszóródás 

méréseket (DLS) végeztünk 100 μM-os konjugátum koncentrációban. Az aggregátumok mérete 

(d) és polidiszperzitás indexe (PDI) a 12. táblázat található, míg a Dau=Aoa-GFLG-D4-G5-HbPG 

konjugátum (35) méreteloszlási görbéjét 35. ábra szemlélteti (a többi konjugátum méreteloszlási 

görbéje a függelék F49-F55. ábráján látható). 

 

35. ábra A Dau=Aoa-GFLG-D4-G5-HbPG konjugátum (35) DLS méreteloszlása 100 μM 

koncentrációban (balra), illetve a szórt intenzitás értékek a koncentráció függvényében (jobbra) 
 

Minden konjugátumnál nanoméretű aggregátumok képződését figyeltük meg, melyek mérete 

50-370 nm között változott. Az adatokból látható, hogy a PEG tartalmú konjugátumok mérete 

nagyobb (155-370 nm), mint a HbPG-alapú konjugátumoké (50-85 nm). Ez magyarázható a HbPG 

kompakt elágazó szerkezetével, illetve a PEG-nél jelentősen kisebb moláris hidrodinamikai 

térfogatával. Továbbá látható, hogy a pentaglicin spacer beépítése minden esetben csökkentette a 

képződött nanorészecskék méretét. Valamint az is megfigyelhető, hogy GE11-PEG konjugátumok 
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mérete nagyobb, mint a megfelelő D4-PEG analógok mérete (pl. Dau=Aoa-GFLG-GE11-PEG 

(28): 370 nm, Dau=Aoa-GFLG-D4-PEG (32): 189 nm).  

A nanorészecskék kialakulása igazolja, hogy a konjugátumok két része közötti nagy filicitás 

különbség önaggregációt eredményez. Ez az aggregálódás azonban csak egy bizonyos 

koncentráció (cac) felett történik meg. Ez a koncentráció meghatározható DLS méréssel, ha a szórt 

fény intenzitását vizsgáljuk egy széles koncentrációtartományban (0,5-500 μM). A Dau=Aoa-

GFLG-D4-G5-HbPG konjugátum (35) esetében a 35. ábra mutatja a szórt fény intenzitását a 

koncentráció függvényében ábrázolva. Mint ahogy látható, az intenzitás alacsonyabb 

koncentrációknál csaknem állandó és lineárisan növekszik egy adott koncentráció (a cac) felett. Ha 

erre a két szakaszra egyenest illesztünk, akkor ezek metszéspontja megadja a cac értékét. A 

konjugátumok így meghatározott cac értékeit a 12. táblázat tartalmazza (a többi konjugátum 

intenzitás-koncentráció görbéje a függelék F49-F55. ábráján látható).  

Ahogy az adatokból látható, az összes konjugátum cac értéke a 6-60 μM koncentráció 

tartományba esik. A HbPG-alapú konjugátumok esetében a G5 spacer az irányító peptid és a 

polimer között kismértékben növeli a cac-t, valószínűleg a peptidek hidrofóbitásának csökkentése 

miatt. Továbbá a GE11-et tartalmazó konjugátumok cac értékei kissé magasabbak a D4 peptid-

alapú konjugátumok cac értékeinél. Ezt magyarázhatja a két peptid közötti hidrofóbitás különbség, 

hiszen a GE11 peptid hidrofilebb a D4 peptidnél.179 A PEG-alapú konjugátumoknál azonban nem 

fedezhető fel ilyen egyértelmű tendencia. A GE11 peptid tartalmú konjugátumoknál a G5 spacer 

beépítése valószínűleg növeli a hidrofób peptid rész hozzáférhetőségét, ami alacsonyabb cac 

értéket eredményez. A csupán hat aminosavból álló D4 esetében a pentaglicin spacer azonban 

valószínűleg jelentősen csökkenti a peptid rész hidrofóbitását, ezáltal pedig növeli a cac értékét.  

A kapott DLS eredmények nagyban hozzájárulnak az in vitro biológiai mérések megértéshez is. 

A GE11 tartalmú konjugátumok összehasonlításakor nagy különbséget tapasztalhatunk a 

sejtbejutás és a sejtviabilitásra gyakorolt hatás között. Noha a legnagyobb nanorészecske méretet 

a Dau=Aoa-GFLG-GE11-PEG (28) konjugátum esetében mértük 100 μM koncentrációban (370 

nm), ennek a konjugátumnak volt az egyik legalacsonyabb az IC50 értéke (1,2 μM), a cac értéke 

pedig 30 μM körül található. Ez utóbbi jóval meghaladja a sejtbejutási mérésekhez használt 

koncentrációt (10 μM), vagyis a mérés során a konjugátum nem aggregált formában volt 

megtalálható. A Dau=Aoa-GFLG-GE11-G5-PEG (29) konjugátum csak 170 nm méretű 

nanorészecskéket alkotott, azonban a sejtfelvétele a vizsgálatok során a legalacsonyabbnak 
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bizonyult. Sőt, bár az IC50 10 μM körül volt, a normalizált sejtindex változása nem a klasszikus 

szigmoid görbét követte, hanem a sejtviabilitás egy adott koncentráció fölött nem csökkent tovább 

a koncentráció növekedésével. Ebben az esetben a cac kicsivel 10 μM alatt volt, ezért a 10 μM 

koncentrációban mért sejtbejutási vizsgálatok során valószínűleg a konjugátum már a kezelő 

oldatban nanorészecske formában volt megtalálható. Ekkor az irányító peptid a nanorészecskék 

hidrofób magját alkotja, ami gátolja az receptorkötődést és így az internalizációt, és ezáltal a 

konjugátum toxikus hatásának elvesztését eredményezi.  

A D4 tartalmú konjugátumok esetében az egyik HbPG-alapú konjugátum (34) in vitro 

hatékonysága volt a legrosszabb. Noha ennek a konjugátumnak a sejtviabilitási görbéje a 

klasszikus szigmoid mintázatot követi, az még a legmagasabb konjugátum koncentrációnál sem éri 

el az 50%-ot. A 34 konjugátum rendelkezik a legkisebb cac értékkel (kb. 6 μM), azaz a kis méretű 

aggregátumok (~76 nm) már a kifejezetten alacsony koncentrációban kialakulnak, így a 

konjugátum sejtbejutási képessége is csökken. Ez az érték (kb. 6 μM) egybeesik a sejtviabilitási 

görbe telítési részével is, vagyis efölött a koncentráció fölött a konjugátum nem képes nagyobb 

mennyiségben bejutni a sejtekbe, így a toxikus hatása sem növekszik. Ezzel szemben a D4 tartalmú 

konjugátumok közül a Dau=Aoa-GFLG-D4-G5-HbPG (35) rendelkezik a legalacsonyabb IC50 

értékkel (3,8 μM), továbbá a D4 tartalmú konjugátumok közül csak ez mutatott kiemelkedő 

sejtfelvételt. Itt a G5 spacer csökkenti a D4 hidrofóbitását179 és egyben növeli az irányító peptid 

hozzáférhetőségét is, míg a HbPG csupán kismértékű sztérikus gátló hatást fejt ki, melyek 

együttesen járulnak hozzá a konjugátum előnyős in vitro biológiai hatásához. 

4.3.8 Rövid összefoglalás 

Doktori munkám ezen részében EGF receptort célzó daunomicin-peptid konjugátumokat 

állítottam elő, melyekhez az irodalomból ismert GE11 és D4 szekvenciákat használtam. Mivel ezen 

konjugátumok oldhatósága nagyon alacsonynak bizonyult, az oldhatóság növelésére egy hidrofil 

polimer molekula kapcsolását választottam. A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok 

szintéziséhez poli(etilénglikol) (PEG) és hiperelágazásos poliglicidol (HbPG) származékokat 

használtam és vizsgáltam azt is, hogy egy pentaglicin távtartó beépítése a peptid és a polimer közé 

hogyan befolyásolja a biológiai hatást. A turbiditás mérések alapján egyértelműen kijelenthető, 

hogy a választott hidrofil polimerekkel való konjugálás jelentősen javította a konjugátumok 

oldhatóságát. Ezután az előállított daunomicin-peptid-polimer konjugátumok in vitro sejtfelvételét 
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és sejtviabilitásra gyakorolt hatását HT-29 humán vastagbél adenokarcinóma sejteken vizsgáltuk, 

majd a kapott eredmények értelmezéséhez dinamikus fényszóródás méréseket végeztünk. A DLS 

vizsgálatok során meghatároztuk a keletkezett nanorészecskék méretét, illetve a konjugátumok 

kritikus aggregációs koncentrációját. Az eredmények szerint a rövidebb D4 peptid esetén a G5 

spacert tartalmazó HbPG-alapú konjugátum (35), míg a GE11 peptid esetében a spacer nélküli 

PEG-alapú konjugátum (28) bizonyult a leghatásosabbnak. Továbbá azt is láttuk, hogy PEG 

alkalmazása esetén a G5 spacer beépítése minden esetben csökkenti a biológiai hatékonyságot a 

célzó peptid típusától függetlenül. Összességében elmondható, hogy az ilyen típusú hatóanyag-

peptid-polimer konjugátumok esetén a biológia hatás csak az önszerveződő aggregációs viselkedés 

ismeretében magyarázható. 
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4.4 Tuftsin-daunomicin konjugátumok tömegspektrometriás analízisének optimalizálása 

Többkomponensű biokonjugátumok szintézise általában egy többlépcsős folyamat, mely során 

a tömegspektrometria kulcsfontosságú a közti- és végtermékek azonosításában. Azonban 

antraciklinek és antraciklin konjugátumok esetében a termékek tisztaságának meghatározása nem 

egyszerű feladat a megszokottól eltérő tömegspektrometriás viselkedés miatt, ahogy ezt korábban 

a 4. ábra bemutattam. Korábbi megfigyeléseink azt mutatták, hogy a tömegspektrométer 

ionforrásában bekövetkező fragmentáció, vagyis a hatóanyag cukorvesztése szerkezetfüggő és 

bázikus oldalláncot tartalmazó aminosavak (pl. lizin és arginin) jelenlétében fokozottabb. Ilyen 

bázikus aminosavakat tartalmaz például a tuftsin, illetve a legtöbb sejtpenetráló peptid 

(oligoarginin, penetratin) is. Ezen peptidek daunomicin tartalmú konjugátumainak MS vizsgálata 

során a spektrumban nagyrészt fragmens ionok láthatók, és az intakt protonált molekulák csak kis 

mennyiségben jelennek meg. Ezért az optimális tömegspektrometriás körülmények 

meghatározására hat különböző, elágazó szerkezetű daunomicin-tuftsin konjugátumot állítottam 

elő. Vizsgáltam, hogy a különböző szerkezeti változtatások, azaz a bázikus funkcióscsoportok 

csökkentése, a hatóanyag száma, illetve egy távtartó jelenléte a hatóanyag és a peptid között hogyan 

befolyásolják a fragmentációt. Továbbá vizsgáltam a tömegspektrometriás körülmények, vagyis az 

ionforrás beállításainak és az alkalmazott oldószerek cukorvesztésre gyakorolt hatását is. 

4.4.1 Tuftsin-alapú biokonjugátumok szintézise 

A TKPR szekvenciájú peptidek szintézisét Wang gyantán végeztem, mivel így a peptidek 

gyantáról való hasítása után a C-terminálison karboxilcsoport keletkezik, és így az előállított tuftsin 

származékok megfelelnek a C-terminális szabálynak (CendR) is.147 Minden esetben előállítottam 

a monomer (TKPR, 36-38) és a dimer (TKPRTKPR, 39-41) származékokat is, így vizsgálni 

tudtam, hogy a szerkezeti módosítások hogyan befolyásolják az egy és a két daunomicint 

tartalmazó konjugátumok fragmentációját. A lizinek ε-aminocsoportjai pedig megfelelő 

konjugációs pontot biztosítanak a hatóanyag kapcsolására.151 Az előállított konjugátumok vázlatos 

szerkezetét a 36. ábra mutatja be. Az N-terminálison szabad aminocsoportot tartalmazó 

származékok esetében utolsó aminosavként Boc-Thr(tBu)-OH használtam. A formilezett 

származékok előállítása esetében az utolsó Fmoc-csoport hasítása után a keletkezett szabad 

aminocsoportot For-OTcp (hangyasav 2,4,6-triklórfenilészter) reagenssel formileztem. Az 

elágazások kialakítására minden esetben Fmoc-Lys(Dde)-OH aminosavat építettem be a 
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szekvenciába, melynek oldallánc védőcsoportját a teljes peptidgerinc felépítése után szelektíven 

hasítottam. A Boc-védett aminooxiecetsavat (Boc-Aoa-OH) közvetlenül vagy egy GFLG távtartón 

keresztül kapcsoltam a lizin ε-aminocsoportjához. A szintézisek befejezése után a peptideket savas 

közegben, megfelelő kationfogók jelenlétében hasítottam a gyantáról, mely során az oldallánc 

védőcsoportok is lehasadtak. A nyers peptideket RP-HPLC-vel tisztítottam, és ESI-MS-sel 

azonosítottam, majd a tiszta frakciókat közvetlenül, az oldat bepárlása után használtam a 

hatóanyaggal való reakcióhoz. 

A daunomicint enyhén savas körülmények között ammónium-acetát pufferben (pH 5,1), 

oximkötéssel kapcsoltam a tisztított aminooxiacetilezett peptidekhez. A reakcióelegyeket RP-

HPLC-vel tisztítottam, a termékeket (36. ábra) ESI-MS-sel azonosítottam, tisztaságukat pedig 

analitikai RP-HPLC-vel ellenőriztem (13. táblázat). A daunomicin-tuftsin konjugátumok analitikai 

HPLC kromatogramjai a függelék F56, F58, F60, F62, F64. és F66. ábráján láthatók. 

 

36. ábra Tuftsin-daunomicin konjugátumok sematikus szerkezete 

 

13. táblázat Az előállított tuftsin-daunomicin konjugátumok analitikai jellemzői 

Kód Konjugátum Rt / perca MWszámolt / MWmért
b 

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=Aoa)PR]2-OH 19,1 2147,0 / 2147,1 

40 For-[TK(Dau=Aoa)PR]2-OH 19,5 2175,0 / 2175,1 

41 H-[TK(Dau=Aoa-GFLG)PR]2-OH 22,2 2895,4 / 2895,3 

a Macherey-Nagel Nucleosil C18 oszlop (5 µm, 100 Å, 250 × 4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B,  

5 perc 2% B, 30 perc 90% B 
b Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus ioncsapda analizátoros ESI-MS 
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4.4.2 A tuftsin-daunomicin konjugátumok ESI-MS vizsgálata az általánosan alkalmazott 

körülmények között 

A tiszta tuftsin-daunomicin konjugátumokat ESI-MS-sel vizsgáltam az általánosan alkalmazott 

körülmények (0,1% ecetsav / acetonitril:desztillált víz (1:1, V/V)) között. Minden esetben számos 

csúcs jelent meg a spektrumokban, melyek közül csupán a csúcsok hozzávetőlegesen  

40%-a tartozott a protonált molekulákhoz, a többi különböző, elsősorban cukorvesztett 

fragmensekhez tartozott (ld. a függelék F57, F59, F61, F63, F65. és F67. ábrái). Ez az érdekes 

jelenség elég ritka peptidek és biokonjugátumok ESI-MS vizsgálata során. A cukorvesztés 

lejátszódhat a szintézis és tárolás,167 illetve az ESI-MS mérés során bekövetkező fragmentációkor 

is. Mivel mind a két esetben ugyanolyan m/z értéknél jelentkezik a bomlott termék, ezért 

közvetlenül nem lehet a két jelenséget megkülönböztetni.  

A cukorvesztés a 38 konjugátum szintézise során valóban bekövetkezett, ahol a cukorvesztett 

származékot (42) izolálni is lehetett. Az így előállított konjugátumok (36-42) in vitro citosztatikus 

hatását (6 + 66 órás kezelés után) korábban HL-60 humán mieloid leukémia sejteken vizsgáltuk. 

Ahogy a 14. táblázat is látható, a cukorvesztett konjugátum teljesen elveszíti hatékonyságát, ezért 

kiemelten fontos, hogy a szintézis során bekövetkező cukorvesztést, illetve a tömegspektrometriás 

mérés során bekövetkező fragmentációt a mérés optimalizálásával egyértelműen, kétségek nélkül 

meg tudjuk különböztetni. 

14. táblázat Tuftsin-daunomicin konjugátumok citosztatikus hatása HL-60 sejteken 

Kód Konjugátum IC50 / µM 

36 H-TK(Dau=Aoa)PR-OH 15,65 ± 0,5 

37 For-TK(Dau=Aoa)PR-OH 15,95 ± 0,4 

38 H-TK(Dau=Aoa-GFLG)PR-OH 1,65 ± 0,2 

39 H-[TK(Dau=Aoa)PR]2-OH 17,8 ± 2,1 

40 For-[TK(Dau=Aoa)PR]2-OH 18,1 ± 9,1 

41 H-[TK(Dau=Aoa-GFLG)PR]2-OH 1,58 ± 0,1 

42 H-TK(Dau=Aoa-GFLG)PR-OH cukorvesztett > 100 

 

A két daunomicint tartalmazó dimer származékok esetén az általánosan alkalmazott 

körülmények közötti ESI-MS mérés során kifejezetten komplex spektrumokat kaphatunk, hiszen 
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ebben az esetben a két Dau glikozidos kötése egymástól függetlenül hasadhat, így a cukorvesztett 

termékek különféle kombinációja is megjelenik (37. ábra). Ez pedig még tovább nehezíti a 

konjugátumok egyértelmű szerkezetének meghatározását. 

 

37. ábra Az 39 konjugátum ESI-MS spektruma az általánosan alkalmazott körülmények és ionforrás 

paraméterek mellett (136 V kapilláris kimeneti feszültség). (A kék körök a protonált molekulát, a piros és 

a sárga körök pedig az egy, illetve a két cukorvesztést jelölik.) 
 

Korábbi megfigyeléseink alapján a bázikus aminosavakat tartalmazó peptidek esetén a 

konjugátumok fragmentációja jelentősebb. A tuftsin származékok számos bázikus protonálódási 

helyet tartalmaznak (N-terminális aminocsoport, lizin és arginin oldalláncai), ezáltal az ESI-MS 

mérések során szokatlanul sok töltésű ionok keletkeznek. A pozitív töltések ezekben a peptidekben 

közelségük miatt erősen taszítják egymást, így a fragmentáció akár egy normál, általános 

körülmények között végzett MS mérés során is bekövetkezhet. Ezt a jelenséget „túlzott 

protonálódásnak” vagy „túlzott töltöttségnek” neveztük el.  

Ahogy a spektrumok alapján megállapítható, a szabad N-terminális elősegíti a glikozidos kötés 

hasadását (ld. függelék F56F57, F61, F63, F67. ábra), míg azoknál a konjugátumoknál, ahol ez a 

bázikus aminocsoport formilezett (37, 40), a cukorvesztés kisebb mértékű (ld. függelék F59, F65. 

ábra). Ez egyértelműen alátámasztja a fenti elméletet. Továbbá ez a jelenség elsősorban a 

monomer származék esetén jelentős, ahogy a 41. ábra is látható. Ez azt bizonyítja, hogy a 

konjugátumban jelenlévő bázikus karakterű funkcióscsoportok nagy mértékben befolyásolják a 

glikozidos kötés MS körülmények közötti stabilitását, és ezek számának csökkentése mérsékli a 

cukorvesztés arányát. Továbbá megállapítható, hogy önmagában a formilezés nem elegendő a 

fragmentáció gátlására, viszont jelentősen csökkenti ezt a jelenséget.  
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Ha a peptidgerinc és a Dau közé egy semleges töltésű GFLG spacert építettem be (38, 41), 

vagyis a daunomicin cukorrésze távolabb került a peptid bázikus karakterű funkcióscsoportjaitól, 

akkor az előzőekhez hasonló, vagyis kisebb mértékű fragmentációt tapasztaltam (ld. függelék F61, 

F67. ábra). Ez a módosítás csak kis mértékben képes csökkenteni a fragmentációt (41. ábra), 

valószínűleg a konjugátum flexibilis térszerkezete miatt. 

4.4.3 A tuftsin-daunomicin konjugátumok ESI-MS vizsgálata a módosított körülmények 

között 

A méréseim célja az egyszerűbb, csak protonált molekulákat tartalmazó spektrum detektálása 

volt. Ezért a kísérleti körülményeket, például a kapilláris kimeneti feszültséget, valamint a minták 

ionizálásához használt oldószerek összetételét úgy választottuk meg, hogy gátoljuk a glikozidos 

kötés hasadását. 

Az alapértelmezett kapilláris kimeneti feszültség minden esetben nagymértékű fragmentációt 

eredményezett, vagyis a tömegspektrumok fő csúcsai a fragmensionokhoz ([MW - 1 cukor] és / 

vagy [MW - 2 cukor]) tartoztak (37. ábra). A mérések során a kapilláris kimeneti feszültséget  

200 V-ról fokozatosan 5 V-ra csökkentettem, és az eredmények azt mutatták, hogy a feszültség 

csökkentése kis mértékben növeli az intakt protonált molekulák intenzitását. Azonban a 

fragmensionok továbbra is dominánsak maradtak a szabad N-terminális aminocsoportot (36, 38, 

39, 41) tartalmazó konjugátumok esetében (38. ábra). A feszültség csökkentése az N-terminálison 

formilezett konjugátumoknál (37, 40) jelentősen mérsékelte a cukorvesztést, különösen a két 

cukoregység egyidejű hasadását (40), ahogy azt a 41. ábra is mutatja.  



85 

 

 

38. ábra Az 39 konjugátum ESI-MS spektruma csökkentett kapilláris kimeneti feszültség (5 V) 

alkalmazásával. (A kék kör az intakt protonált molekulát, a piros és a sárga körök pedig az egy, illetve a 

két cukorvesztést jelölik.) 
 

Vizsgáltam továbbá a különböző, savas, savmentes, illetve illékony puffer tartalmú 

oldószerkeverékek ionizációra gyakorolt hatását, miközben a kapilláris feszültséget a 

korábbiakban optimalizált 5 V-on tartottam. Acetonitril-víz (1:1, V/V) keveréket, illetve 

ammónium-hidrogén-karbonát (NH4HCO3, 50 mM, pH 7,8) vagy ammónium-acetát (NH4OAc,  

50 mM, pH 6,7) puffereket és acetonitrilt (1:1, V/V) tartalmazó oldatokat vizsgáltam. A savmentes 

acetonitril-víz keverék jelentősen csökkentette a fragmensionok mennyiségét a 36, 37, 38 és 40 

konjugátumok esetében. Az 39 és 41 konjugátumoknál a savmentes közeg nem tudta hatékonyan 

gátolni a fragmentációt, bár a körülmények ilyen irányú változtatása jelentősen visszaszorította az 

egyidejűleg bekövetkező kétszeres cukorvesztést (39. ábra és 41. ábra). 
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39. ábra Az 39 konjugátum ESI-MS spektruma savmentes oldószerelegyben (acetonitril-víz 1:1, V/V; 5 V 

kapilláris kimeneti feszültség) mérve. (A kék körök az intakt protonált molekulákat, a piros és a sárga 

körök pedig az egy, illetve a két cukorvesztést jelölik.) 
 

Az illékony pufferek használata esetén az összes biokonjugátumnál az intakt protonált 

molekulák voltak dominánsak a spektrumokban. Az NH4HCO3 puffer (50 mM, pH 7,8) képes volt 

hatékonyan visszaszorítani a fragmentációt, az intakt protonált molekulák mennyisége már ~80% 

volt, viszont alacsony intenzitású csúcsok és zajos spektrum jellemezte ezeket a méréseket. Ezzel 

szemben az NH4OAc pufferben (50 mM, pH 6,7) való mérés tisztább spektrumot adott, és az intakt 

molekulák mennyisége is több, mint 95% volt (40. ábra és 41. ábra, illetve a függelék F57, F59, 

F61, F63, F65. és F67. ábrái). Ezen eredmények alapján elmondható, hogy a pH módosításával, 

illetve a protonált molekulák töltésszámának csökkentésével visszaszorítható az elektrospray 

ionizáció során bekövetkező spontán fragmentáció. 
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40. ábra Az 39 konjugátum ESI-MS spektruma 50 mM NH4OAc pufferben (pH 6,7, acetonitrillel hígítva 

(1:1, V/V); 5 V kapilláris kimeneti feszültség) mérve. (A kék körök az intakt protonált molekulákat 

jelölik.) 

 

4.4.4 Rövid összefoglalás 

A doktori munkám ezen részében azt vizsgáltam, hogy tuftsin-daunomicin konjugátumok 

esetében hogyan lehet visszaszorítani a tömegspektrometriás mérések során az ionforrásban 

bekövetkező spontán glikozidos kötés hasadást, mivel ez nagy mértékben megnehezíti az ilyen Dau 

tartalmú konjugátumok analízisét. Az általánosan alkalmazott körülmények között sokszoros 

töltésű ionok keletkeznek, a pozitív töltések taszítása pedig elősegíti a cukorrész hasadását, és 

komplex, túlnyomó részt fragmensionokat tartalmazó spektrumot adnak. Az ionizáció során a H+-

ionok a molekula legbázikusabb pontjain lokalizálódnak, például a bázikus aminosavak (arginin, 

lizin és hisztidin) -aminocsoportján vagy oldalláncán. A különböző protonált formák populációja 

a peptid belső energiájától és a protonálódási pontok gázfázisbeli bázicitásától függ. A képződött 

ionok stabilitását a töltések száma és elhelyezkedése határozza meg, az ezáltal fellépő túl nagy 

töltés taszítás pedig a molekula fragmentációjához vezet.180,181  
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41. ábra Az intakt protonált molekulák intenzitása (%) a különböző szerkezetű tufsin-daunomicin 

konjugátumok esetén különböző körülmények között vizsgálva. A kapilláris kimeneti feszültség, az 

oldószerek összetétele és a pH a mérések során szisztematikusan módosítva. 

 

Az alacsonyabb töltöttségi állapot eléréséhez fokozatosan csökkentettem a kapilláris kimeneti 

feszültséget, illetve vizsgáltam az oldószer ionizációra gyakorolt hatását is. Az eredmények azt 

mutatták, hogy a legjobb minőségű spektrumokat alacsony kapilláris kimeneti feszültség (5 V) és 

NH4OAc puffer kombinációjával lehet elérni. Ebben az esetben szinte kizárólag intakt molekulákat 

detektáltam a biokonjugátumok ESI-MS spektrumában. Ugyanakkor azt is megfigyeltem, hogy 

nem csak a tömegspektrométer beállításai, hanem a tuftsin-daunomicin konjugátumok szerkezete 

is nagy hatással volt az ESI-MS spektrumokra. A bázikus karakterű funkcióscsoportok csökkentése 

(pl. az N-terminális formilezése), vagy egy semleges töltésű linker (GFLG spacer) beépítése a Dau 

és a peptidgerinc közé jelentősen csökkentette a fragmentációt. A szerkezeti változtatások azonban 

csak elősegítették a fragmentáció csökkenését, a túlzott protonálódást csak megfelelő 

oldószerekkel és tömegspektrometriás beállításokkal tudtam visszaszorítani. Ezzel sikerült azt is 

bizonyítanom, hogy a cukor hasadása nem a tárolás (vagy szintézis) során játszódott le, hanem csak 

a tömegspektrométer ionforrásban történt fragmentáció okozta. Ezek az eredmények hasznosak 

lehetnek az antraciklin tartalmú biokonjugátumok tömegspektrometriás elemzésében, a megfelelő 

és könnyen értékelhető spektrumok előállításában. 
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5 Az alkalmazott módszerek 
 

5.1 Peptidszintézis 

Peptidek előállításának két fő lehetséges módja az oldatfázisú, melyet napjainkban egyre 

ritkábban használnak laboratóriumi körülmények között, illetve a szilárdfázisú peptidszintézis. Az 

oldatfázisú szintézis nagy időigénye és alacsony kitermelése miatt Merrifield az 1960-as évek 

elején kidolgozott egy új eljárást, a szilárdfázisú peptidszintézist (SPPS), a peptidek egyszerűbb, 

gyorsabb és hatékonyabb előállítására.182 Az SPPS technika esetén a peptid egy szilárd, oldhatatlan 

hordozóhoz, gyantához van kapcsolva, amíg el nem készül a megfelelő hosszúságú peptidlánc. 

Merrifield ezen munkásságáért 1984-ben Nobel-díjat kapott („for his development of methodology 

for chemical synthesis on a solid matrix”).183 A peptid felépítése, az oldatban végzett szintézishez 

hasonlóan, történhet aminosavanként (stepwise), vagy a konvergens szintézis módszerével, amikor 

is hosszabb, védett, vagy részlegesen védett peptidláncokat kapcsolnak össze a gyantán 

fragmenskondenzációval.184 

Merrifield úgy gondolta, hogy az alkalmas hordozó egy stabil, oldhatatlan polimer (gyanta) 

lehet, amelyen funkciós csoportok találhatók. Ezeken a csoportokon keresztül kapcsolódhat a 

peptid C-terminális felőli első aminosava. Ezután az átmeneti amino-védőcsoport hasítását 

követően, a következő – megfelelő módon védett, és aktivált – aminosav-származék peptidkötéssel 

kapcsolható. Ezen egyszerű lépések ismétlésével előállítható az előre tervezett teljes peptidlánc. A 

kész láncról el kell távolítani a védőcsoportokat, amit többnyire egy lépésben végeznek a peptid 

gyantáról való hasításával, majd a megfelelő tisztítási lépések után megkapjuk a kívánt peptidet.185 

A gyanta felületén funkciós csoportok találhatók, amikhez hozzákapcsolható az első aminosav 

karboxilcsoportja. Fontos, hogy a peptid – gyanta kötésnek a szintézis során stabilnak kell lennie, 

de a kész peptidláncot könnyen le kell tudni hasítani a gyantáról. A jó hordozó kémiailag inert és 

mechanikailag stabil, az alkalmazott oldószerekben jól duzzad, hogy az épülő peptidlánc a 

reagensek számára könnyen hozzáférhető legyen. Merrifield a módszer fejlesztése során több 

polimer hordozót is alkalmazott (cellulóz, polivinil-alkohol, ioncserélő gyanták). A vizsgáltak 

közül a legjobbnak a klór-metilezett sztirol – 1,4-divinilbenzol (1-2%) kopolimer bizonyult. Ez a 

keresztkötéses gyanta porózus szerkezetű, így lehetővé teszi a gyanta átjárhatóságát a reagensek 

számára a polimer duzzadását előidéző oldószerek jelenlétében.185,186 Napjainkban már többféle 

gyanta is kereskedelmi forgalomban van, melyek különböző funkciós csoportokat vagy 
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funkcionalizált linkereket tartalmaznak. A szintézishez mindig a választott módszerrel 

kompatibilis, megfelelő C-terminális véget (karboxil vagy amid) eredményező gyantát kell 

választani.  

Az SPPS előnye, hogy a reakcióelegy minden lépés után szűrhető, így az elreagálatlan anyagok 

és a melléktermékek egyszerűen eltávolíthatók, míg a szilárd gyanta és a hozzá kovalens kötéssel 

kapcsolt növekvő peptidlánc pedig a szűrőn marad. Ezáltal az egész szintézis egyetlen 

reakcióedényben – például egy fecskendőben – végezhető. Az SPPS nem csak leegyszerűsíti, 

hanem lényegesen gyorsítja is a szintézist, továbbá akár automatizálásra is lehetőséget biztosít. 

A módszer hátránya, hogy bár a felesleges reagensek könnyen eltávolíthatók, a peptid izolálása 

és vizsgálata csak a gyantáról való hasítás után lehetséges. A hibás szekvenciák elkerülése 

érdekében a szintetikus lépéseknek (kapcsolás, hasítás) közel 100%-os konverziójúnak kell 

lenniük. Ez az alkalmazott aminosav-származékok és az aktiváláshoz szükséges reagensek 

gyantakapacitáshoz viszonyított 3-5 ekvivalensnyi mennyiségének használatával valósítható meg, 

azonban a nagy felesleg elkerülhetetlenné teszi az oldallánc-funkciós csoportok védelmét. 

 

42. ábra Fmoc-védett aminosav in situ kapcsolása az épülő peptidlánchoz DIC és HOBt reagensekkel 

 

Az aminosavak kapcsolásához aktiváló és kapcsoló reagenseket használnak, melyek aktiválják 

az aminosav karboxilcsoportját, elősegítve ezzel a peptidkötés létrejöttét (42. ábra). A 

reakcióelegyben így az aminosav aktív észtere keletkezik, amely in situ elreagál az épülő 
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peptidlánc szabad aminocsoportjával.187,188 Az általam végzett peptidszintézisek során alkalmazott 

aktiváló és kapcsoló reagenseket az 15. táblázat foglaltam össze. 

15. táblázat A peptidszintézisek során az általam használt aktiváló és kapcsoló reagensek 

aktiváló reagensek rövidítés képlet 

1-hidroxi-benztriazol HOBt 

 

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

acetát 
Oxyma Pure 

 

N,N’-diizopropil-karbodiimid DIC 
 

(benzotriazol-1-il-oxi)-

trisz(dimetilamino)-foszfónium 

hexafluoro-foszfát 

BOP 

 

(benzotriazol-1-il-oxi)-

trisz(pirrolidino)-foszfónium 

hexafluoro-foszfát 

PyBOP 

 

[(1-ciano-2-etoxi-2-

oxoetilidén)amino]-

oxitrisz(pirrolidino)-

foszfónium hexafluoro-foszfát 

PyOxim 
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A szilárdfázisú peptidszintézisnek két általánosan használt stratégiáját különíthetjük el: 

• Boc/Bzl stratégia: A módszer során az α-aminocsoportot terc-butiloxikarbonil-csoporttal, míg 

az oldallánc funkciós csoportokat főleg benzil-típusú csoportokkal védik. 

• Fmoc/tBu stratégia: az α-aminocsoport védelmét 9-fluorenil-metiloxikarbonil-csoport, az 

oldalláncok funkciós csoportjait pedig főleg terc-butil-típusú védőcsoportokkal látják el.189  

A Boc/Bzl stratégia alkalmas például könnyen aggregálódó peptidek szintézisére, mivel a 

trifluor-ecetsavas hasítás során az aggregátumok szétesnek, míg az Fmoc/tBu módszer alkalmazása 

esetén a savakra érzékeny aminosavak (Trp, Met, Cys, Tyr) oxidációja és alkileződése elkerülhető. 

Ezek alapján az alkalmazott stratégiát a szintetizálandó peptid szekvenciája határozza meg, de 

természetesen a rendelkezésre álló eszközök (pl. HF készülék) megléte vagy hiánya is 

befolyásolhatja. Munkám során a peptidek előállításához az Fmoc/tBu stratégiát alkalmaztam. 

Az α-aminocsoportot védő Fmoc-csoport savakkal szemben stabil, de bázisokra érzékeny. 

Hasítása általában 20 – 55 tf%-os piperidin/DMF oldattal történik, ekkor dibenzofulvén keletkezik. 

Ez az átmeneti termék igen reaktív, de a piperidinnel stabil adduktot képez (43. ábra), így 

elkerülhető az érzékeny aminosavakon az alkilezési mellékreakciók. Kísérletek igazolták, hogy 2% 

piperidint és 2% 1,8-diazabiciklo[5.4.0]-undek-7-ént (DBU) tartalmazó DMF oldat gyorsan és 

hatékonyan lehasítja az átmeneti védőcsoportot. Ezzel a módszerrel térbeli gátlás esetén is sikerül 

a hasítás, illetve csökkenti az racemizáció valószínűségét.190  

 

43. ábra Fmoc-védőcsoport hasítása piperidinnel 
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A hiányos szekvenciák elkerülése érdekében a szintézis során követni kell az egyes reakciók 

sikerességét. Az elreagálatlan, szabad aminocsoportokat tartalmazó peptidek reagálnak 

ninhidrinnel és jellegzetes kék színt mutatnak. Ez a Kaiser-teszt (44. ábra), mely során a 

gyantaszemekhez ninhidrin-, KCN- és fenol-oldatot adnak, majd 4-5 percen keresztül 104 °C-on 

tartják. Ha az oldat színe nem változik, vagyis sárga marad, akkor az a szabad aminocsoportok 

hiányát jelzi, tehát a kapcsolás (közel) kvantitatívan lejátszódott. Ha a gyantaszemek kékké válnak, 

akkor újrakapcsolásra, vagyis az aminosav-származék kapcsolásának megismétlésére van szükség. 

A teszt nagyon érzékeny, már 1% szabad aminocsoport jelenléte is intenzív kék színt ad.191 

Azonban, Fmoc/tBu stratégia esetén – az aminosav-származéktól függően – néha csak barnás 

színeződés figyelhető meg. 

 

44. ábra Szabad aminocsoport kimutatása Kaiser-teszttel 

 

A prolin egy szekunder aminocsoportot tartalmazó aminosav, mely szintén reagál ninhidrinnel, 

de az oldat színe nem változik még szabad szekunder aminocsoport esetén sem, ezért izatint (2,3-

indolin-dion) is kell a reakcióelegyhez adni (45. ábra). Ekkor sikertelen kapcsolás esetén a 

gyantaszemek vöröses - sötétbarnás színűek lesznek.192 

 

45. ábra Szabad szekunder aminocsoport reakciója izatinnal 

 

A teljes peptidlánc megépítése után az állandó oldallánc védőcsoportokat a gyantáról való 

hasítás során távolítják el. A hasítás 80 – 95%-os TFA oldattal történik, a keletkező reaktív 

karbokationok miatt pedig kationfogókat kell használni. A terc-butil kation legjobb semlegesítője 

a víz, a többi oldallánc védőcsoport befogására más kationfogókat, pl. TIS, tioanizol, etánditiol is 

a hasítóelegyhez kell adni. Megfelelő gyanta (pl. 2-klórtritil193 vagy SASRIN194 gyanták) 
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alkalmazása esetén védett peptidek is előállíthatók. Ezekről a gyantákról igen enyhe savas 

körülmények között (ecetsav/diklórmetán vagy hexafluoro-2-propanol/diklórmetán elegyekkel) is 

hasítható a peptid az alkalmazott védőcsoportok lehasadása nélkül. 

Szabad peptidek előállítására számos polisztirol-1,4-divinilbenzol (1%) kopolimer-alapú gyanta 

áll rendelkezésre, melyeket különféle linkerekkel módosítottak a savérzékenység fokozása 

érdekében. A C-terminálison karboxil véget eredményez a Wang195, a SASRIN és a 2-klórtritil 

gyanta, míg amid végű peptidek előállításához a Rink Amid típusú gyanták alkalmazhatók.196 

Ezeknek a gyantáknak a polietilénglikol-alapú változata is ismert (ChemMatrix típusú gyanták197), 

melyek számos előnyös tulajdonsággal rendelkeznek, mint a kitűnő nyomásstabilitás és a kiváló 

duzzadási képesség, még vizes oldatban is. Általában alacsony a gyantakapacitásuk (0,2 – 0,6 

mmol/g), így alkalmasak aggregálódó vagy nehezen szintetizálható, hosszabb peptidek 

előállítására, fragmenskondenzációra, illetve gyantán történő ciklizálásra is. 

A peptideket a gyantáról való hasítás és megfelelő tisztítási lépések után oldatfázisú reakciókban 

tovább reagáltathatjuk ezáltal bonyolultabb szerkezetek és különböző biokonjugátumok is 

előállíthatók.  

 

5.2 Az in vitro biológiai vizsgálatok alapjai 

5.2.1 In vitro sejt viabilitás vizsgálat 

5.2.1.1 MTT-teszt 

Az MTT-teszt az élő sejtek mitokondriális aktivitását mutatja ki és teszi kolorimetriásan 

mérhetővé. Az MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólium bromid) egy vízoldható 

tetrazólium só, amit a mitokondriumban található dehidrogenáz enzimek redukcióval egy formazán 

származékká (1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazánná) alakítanak (46. ábra). Ez a vízben 

nem oldódó lila kristályos anyag DMSO-ban feloldva kolorimetriásan vizsgálható, mennyisége 

pedig arányos az élő sejtek számával. 
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46. ábra Az MTT átalakulása az élő sejt mitokondriumában a dehidrogenáz enzim hatására 

 

A citosztázis vagy citotoxicitás mértékét (%) az 540 nm-en mért abszorbancia értékek alapján 

(a 620 nm-en mért háttér értékével történő korrekció után) a következő képlettel határozhatjuk 

meg: 

Citosztázis / citotoxicitás mértéke (%) = (1-
Akezelt sejtek

Akontroll sejtek
)∙100, 

ahol Akezelt sejtek a kezelt sejtek, míg Akontroll sejtek a kontroll sejtek esetében mért abszorbancia. Ha a 

tesztet egy kémiai anyag esetén különböző koncentrációkban elvégezzük, akkor a citosztázis / 

citotoxicitás mértékét a koncentráció függvényében ábrázolva a kapott görbe segítségével 

meghatározható az a koncentráció érték, amely a sejtek felét gátolja az osztódásban (citosztázis) 

vagy a sejtek felének pusztulását okozza (citotoxicitás). Ez az érték az ún. IC50. Minél kisebb ez az 

érték, annál nagyobb a vizsgált komponens citosztatikus vagy citotoxikus aktivitása. 

5.2.1.2 Impedimetriás vizsgálat 

Az in vitro sejt viabilitás vizsgálatok külön jelző molekula hozzáadását nem igénylő, valós 

időben információt nyújtó berendezéssel, az xCELLigence SP rendszerrel (Roche Applied Science, 

Indianapolis, IN, USA) is történhetnek. Ez az eszköz megteremti annak a lehetőségét, hogy valós 

időben mérjük a sejtek adhézióját, szaporodását és a sejtmorfológiai változásokat. 

Egy 96 lyukú speciális lemez (E-Plate®) mélyedéseinek (well) alján aranyelektródok 

találhatóak, melyek a felület 70-80 %-át fedik le. Az elektródokon bekövetkező impedancia 

változást (váltakozó áramú ellenállást) regisztrálja a műszer, melyeket az RTCA 2.0 szoftver a 

következő egyenlet szerint számít át sejt indexre (CI): 

𝐶𝐼 =
𝑍𝑖−𝑍0

F
,  
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ahol Zi a mérés egy adott idő pillanatában mért impedancia érték, Z0 a mérés megkezdésekor mért 

impedancia érték, F pedig az alkalmazott frekvenciától függő konstans érték (ami az általunk 

végzett mérések során F10 kHz = 15 volt). 

Ahogy a sejtek kitapadnak és osztódnak, úgy növekszik fokozatosan az arany elektródokon az 

impedancia értéke. Az apoptotikus vagy elpusztult sejt lekerekedik és fragmentálódhat, így az 

impedancia érték csökken, ami a sejt index csökkenésben nyilvánul meg. Ez látható a 47. ábra. 

 

47. ábra Egy tipikus impedimetriás mérés 

 

5.2.2 In vitro sejtbejutási vizsgálat áramlási citométerrel 

Az áramlási citometria fluoreszcensen jelölt sejtek különböző jellemzőinek (sejtszám, méret, 

granuláltság, fluoreszcencia intenzitás) egymás melletti vizsgálatát teszi lehetővé. A sejteket 

szuszpenzió formájában mérjük, melyek a gerjesztő lézer előtt egyenként haladnak el. A fény a 

sejteken szóródik, az előre irányuló fényszórás (FSC) a sejt méretéről, míg az oldalra irányuló 

fényszórás (SSC) a granuláltságról ad információt. Ha jelen van olyan fluorofór, amelyet az adott 

gerjesztő lézer képes gerjeszteni, akkor emisszió is végbemegy a fluorofórra jellemző 

hullámhosszon.  

Sejtbejutási vizsgálatoknál minden esetben szükség van egy fluorofórra, mely az én esetemben 

maga a konjugált hatóanyag, a daunomicin volt. Ennek a hatóanyagnak a saját fluoreszcenciája 

(további jelölés nélkül) közvetlenül felhasználható a mérésekben. A vizsgálatok során a detektálást 

λex = 488 nm és λem = 571 nm hullámhosszakon (FL2-csatorna) végeztük. A kiértékeléshez a méret-

granuláltság és a sejtszám-fluoreszcencia intenzitás grafikonokat használtuk fel, amelyekre egy 

példa a 48. ábra látható. 
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48. ábra Méret-granuláltság és a sejtszám-fluoreszcencia intenzitás grafikonok 

 

A méret-granuláltság grafikonon kapuzással elkülöníthetők az élő sejtek, így információt 

kaphatunk arról, hogy a kísérlet folyamán a konjugátumnak van-e citotoxikus hatása. A sejtszám-

fluoreszcencia intenzitás grafikonnál egy intenzitás küszöböt állapítunk meg, mely a kontroll sejtek 

esetén mért legnagyobb fluoreszcencia intenzitás. Az ennél a küszöbértéknél magasabb intenzitás 

értéket mutató sejteket tekintjük Dau pozitívnak. Ezáltal ebből a grafikonból kinyerhetők a 

tényleges sejtbejutásra vonatkozó információk, úgymint a daunomicin pozitív sejtek aránya és az 

átlagos fluoreszcencia-intenzitás. 
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6 Kísérleti rész 
 

6.1 Felhasznált anyagok 

Minden felhasznált aminosav-származékot, a gyantákat (Fmoc-Rink Amid MBHA gyanta, 

Wang gyanta), az N,N’-diizopropil-karbodiimidet (DIC) és a trifluorecetsavat az Iris Biotech 

GmBH-tól (Marktredwitz, Németország) szereztük be. Az 1-hidroxi-benzotriazol hidrátot (HOBt), 

Boc-aminooxiecetsavat (Boc-Aoa-OH), 4-dimetilamino-piridint (DMAP), triizopropilszilánt 

(TIS), diizopropil-etilamint (DIPEA), vajsav-anhidridet, hidrazin-hidrátot és a protoporfirin IX-et 

(PpIX) a Sigma Aldrich Kft-től (Budapest, Magyarország) vettük. Az aminooxiecetsavat (H-Aoa-

OH·1/2HCl), O-metil-hidroxil-amin hidrokloridot és az 1,8-diazabiciklo[5.4.0]undek-7-ént (DBU) 

a TCI Europe N.V.-től (Zwijndrecht, Belgium), a (benzotriazol-1-il-oxi)-trisz(pirrolidino)-

foszfónium hexafluoro-foszfát (PyBOP) és a (benzotriazol-1-il-oxi)-trisz(dimetilamino)-

foszfónium hexafluoro-foszfát (BOP) a Bachem AG-tól (Bubendorf, Svájc), az etil-2-ciano-2-

(hidroxi-imino)-acetát (Oxyma Pure) aktiváló reagenst a Novabiochem-től (Darmstadt, 

Németország), míg a piperidint a Molar Chemicals Kft-től (Budapest, Magyarország) szereztük be. 

A metoxi-poli(etilén glikol) amint (amin-PEG; MW: 1000) az Alfa Aesar / Thermo Fisher 

Scientific-től (Ward Hill, MA, USA) vettük.  

A daunomicin hidroklorid az IVAX (Budapest, Magyarország), az [(1-ciano-2-etoxi-2-

oxoetilidén)amino]-oxitrisz(pirrolidino)-foszfónium hexafluoro-foszfát (PyOxim) pedig a 

Luxembourg Bio Technologies (Ness Ziona, Izrael) ajándéka volt. Az amin-monofunkciós 

hiperelágazásos poliglicidolt (HbPG; MW: 1230, PDI: 1,3) az együttműködő partner (TTK AKI) 

biztosította.163 

A szintézis és tisztítás során használt oldószereket (N,N-dimetil-formamid (DMF), diklórmetán 

(DCM), metanol, etanol, dietil-éter, acetonitril, aceton, dioxán), illetve a pufferekhez felhasznált 

sókat (ammónium acetát, trisz-(hidroximetil)-amino-metán (Tris)) mind a VWR International Kft-

től (Debrecen, Magyarország) szereztük be.  

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

karbodiimid (DCC) (Sigma termékek) reakciójából, míg az izopropilidén védett aminooxiecetsavat 

aminooxiecetsav és aceton reakciójával állítottam elő.178  

A tömegspektrometriás mérések során felhasznált oldószerek és sók (NH4OAc, NH4HCO3) a 

Sigma Aldrich Kft-től (Budapest, Magyarország) kerültek beszerzésre, ezek minden esetben 
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analitikai vagy az elérhető legmagasabb tisztaságúak voltak. A mintaelőkészítéshez minden 

esetben kétszer desztillált vizet használtunk. 

 

6.2 Peptidszintézis 

A dolgozatomban szereplő peptideket manuálisan, szilárdfázisú peptidszintézissel állítottam elő 

az alábbi protokollt (16. táblázat) követve. 

16. táblázat Fmoc/tBu stratégia általános protokollja 

művelet alkalmazott oldószerek és reagensek időtartam 

Mosás DMF 3 x 0,5-1 perc 

Fmoc-csoport 

hasítása 

2% piperidin, 2% DBU / DMF 

vagy 

2% piperidin, 2% DBU, 0,1M HOBt / DMF 

2 + 2 + 5 + 10 perc 

vagy 

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

Mosás DMF 8 x 0,5-1 perc 

Kapcsolás 
3 ekv. aminosav-származék 

+ 3 ekv. DIC + 3 ekv. HOBt / DMF 
1 x 60 perc 

Mosás 
DMF 3 x 0,5-1 perc 

DCM 3 x 0,5-1 perc 

Kaiser-teszt 
Ninhidrin oldat, KCN oldat, fenol oldat (izatin 

oldat) 
1 x 3-5 perc 

Az ettől eltérő megoldásokat az adott peptid szintézisének leírásánál külön jelölöm. 

 

A Kaiser-teszt esetén a gyantaszemekhez pár 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-os KCN oldat 

50 ml piridinnel hígítva) oldatot adtam – Pro utáni aminosav sikeres kapcsolásának ellenőrzésére 

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

A peptideket és konjugátumokat KNAUER RP-HPLC rendszerrel (Knauer GmbH, Bad 

Homburg, Németország; 2 db K120 típusú pumpa, nagynyomású keverőegység, K2501 típusú 

monokromátoros UV-detektor, adatgyűjtő egység) tisztítottam. A nyers peptidek és a konjugálási 

reakciók tisztításához egy preparatív Phenomenex (Torrence, CA, USA) Luna C18 (10 μm, 100 Å, 

250 × 21,2 mm) típusú oszlopot, míg a konjugátumok végső tisztításához egy Phenomenex Luna 

C18 (10 μm, 100 Å, 250 × 10,0 mm) vagy Phenomenex Jupiter C4 (10 μm, 300 Å, 250 × 10,0 mm) 

oszlopot használtam. A preparatív elválasztások során 15 mL/perc, míg a szemipreparatív tisztítás 

esetén 4 mL/perc áramlási sebességet használtam. Az elválasztáshoz minden esetben a peptid vagy 

konjugátum minőségétől függő gradiens elúciót alkalmaztam, az UV detektálás λ=220 nm vagy 

λ=280 nm hullámhosszon történt, az anyag szerkezetétől függően. 

Az alkalmazott eluensek:  A eluens:  0,1% TFA/desztillált víz 

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

 0,1% TFA/acetonitril 

A tisztított peptidek és konjugátumok analitikai vizsgálatához szintén egy KNAUER RP-HPLC 

rendszert használtam. Az analitikai kromatogramokat λ=220 nm detektálási hullámhosszon, 

1 mL/perc áramlási sebességgel vettem fel, és minden esetben gradiens elúciót (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) és a korábban 

bemutatott eluenseket használtam. Az alkalmazott oszlopot az egyes anyagok analízis körülményei 

között tüntettem fel. 
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A tömegspektrometriás mérések egy részéhez elektrospray ionizációs (ESI-MS) Bruker 

Daltonics Esquire 3000 Plus (Bréma, Németország) típusú ioncsapdás készüléket használtam. A 

termékeket 0,1% ecetsavat tartalmazó acetonitril-víz (1:1, V/V) elegyében oldottam, majd a 

spektrumokat folyamatos mintaadagolás mellett (10 µL/perc sebességgel) 50-2000 m/z 

tartományban, pozitív üzemmódban vettem fel. A spektrumok kiértékelése a Bruker Compass 

DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonic GmbH, Bréma, Németország) programmal történt. 

A tömegspektrometriás mérések másik részéhez elektrospray ionizációs Q Exactive Focus 

hibrid kvadrupol-orbitrap tömegspektrométert (Thermo Fisher Scientific, Bréma, Németország) 

használtam. A mintákat 0,1% hangyasavat tartalmazó acetonitril-víz (1:1, V/V) elegyben oldottam, 

majd a nagy felbontású spektrumokat folyamatos mintaadagolás mellett (0,05 mL/perc) 200-1800 

m/z tartományban, pozitív üzemmódban vettem fel. Az adatokat az Xcalibur program (Thermo 

Fisher Scientific, Bréma, Németország) segítségével elemeztem. 
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6.4 Az irányító peptidek vizsgálata GnRH-PpIX konjugátumokban 

6.4.1 Ex vivo GnRH-R vizsgálatok: immunhisztokémia szövettani mintákon 

Összesen 60, korábban nem kezelt fej-nyaki tumorral rendelkező beteget vizsgáltunk, akiket 

2012 és 2014 között a Semmelweis Egyetem Fül-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinikáján 

szájgarat, gége és gégei garat karcinómával diagnosztizáltak (17. táblázat). Minden beteg 

beleegyezett a vizsgálatba, a vizsgálatokat a Helsinki Nyilatkozatnak megfelelően végeztük, és a 

Semmelweis Egyetem etikai bizottsága jóváhagyta a kísérletek elvégzését (etikai engedély szám: 

105/2014). 

17. táblázat A betegek jellemzői a diagnózis időpontjában 
 

Betegek száma 

Összes beteg szám 60 

Nem  

Férfi 51 

Nő 9 

Kor (év)  

Átlag 58.45 (41-77) 

Lokalizáció  

Szájgarat 19 

Gége 24 

Gégei garat 16 

Nyelv 1 

TNM1 stádium  

I 6 

II 11 

III 15 

IV A 20 

IV B 3 

IV C 5 
1 TNM: tumor, csomó és metasztázis, 

 

A 2 mm átmérőjű formalinban fixált, paraffinba ágyazott szövethengereket tartalmazó szöveti 

microarray (TMA) blokkokat TMA Master (3DHISTECH Kft., Budapest, Magyarország) 

műszerrel készítettük. Minden beteg esetén 3-5 szövethenger kiszúrása történt párhuzamosan, 

ezzel biztosítva az inhomogén minták minél pontosabb reprezentációját. A párhuzamos minták 

értékelésekor mindig a legmagasabb csoportbeosztást vettük figyelembe. Az elkészült blokkokból 
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4 μm vastag metszetek készültek, melyeket hematoxilin-eozinnal (H&E festék) és GnRH receptor 

antitesttel (GNRHR Polyclonal Antibody, Proteintech, Manchester, UK) festettünk.198  

Az immunhisztokémiai vizsgálatokat a TMA metszeten deparaffinálás és rehidratálás után 

végeztük el. A mintákat Tris-EDTA pufferben (pH 9,0) 58 percen át forraltuk, majd a peroxidáz 

aktivitást 3% H2O2 / metanol segítségével blokkoltuk (15 perc). Ezután a mintákat 15 percig 3% 

BSA-t és Tween-20-at tartalmazó 0,1 M Tris-pufferben (pH 7,4) (TBST) áztattuk, majd 16 órán 

keresztül a primer antitesttel (hígítás: 1: 100), végül pedig 40 percig HISTOLS-MR-T HRP polimer 

reagenssel inkubáltuk. A mintákat minden inkubálási lépés után 10 percig TBST oldattal mostuk. 

A peroxidáz aktivitást DAB Quanto (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

alkalmazásával, a sejtmagot pedig hematoxilin-eozin felhasználásával festettük. A megfestett 

lemezeket Pannoramic Scan készülékkel (3DHISTECH Kft, Budapest, Magyarország) 

digitalizáltuk. A szövettani kiértékelést és az immunfestődés pontozását két független értékelő 

készítette el a Pannoramic Viewer szoftver segítségével. 

Három fokozatú pontozási rendszert alkalmaztunk a GnRH-R fehérje expressziójának 

kiértékelésére.199,200 Ennek során a festett sejtek százalékát megszoroztuk a festés intenzitásával 

(melyet négy osztályba soroltunk: 1 – negatív; 2 – gyenge; 3 – közepes; 4 – intenzív), ami így 0 és 

400 közötti értéket eredményezett. A 0-200 közötti ponttal rendelkező mintákat alacsony, 201-300 

között közepes, míg 301-400 között intenzív fehérje expressziót mutatónak tekintettük. A 

statisztikai elemzéshez a pontszámokat különféle küszöbértékek mentén dichotomizáltuk. A 

legjobban reprodukálható variációt akkor kaptuk, ha az 1-es és 2-es csoportot együttesen alacsony 

(tehát negatív), míg a 3-as csoportot magas (azaz pozitív) fehérje expresszióval rendelkezőnek 

tekintettük. 

A betegek adatainak statisztikai elemzését a Statistica 13 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, 

USA) program segítségével végeztük. A diszkrét változók közötti korrelációk vizsgálatára 

Pearson-féle χ2-próbát és a Fisher egzakt tesztet használtuk. A túlélési analízisnél a Kaplan-Meier 

becslést, illetve egy- és többváltozós regressziót alkalmaztunk. A p < 0,05 értékeket tekintettük 

statisztikailag szignifikánsnak. Az elemzés során a daganat lokalizációját, méretét, a stádiumot, a 

nyirokcsomó áttétet, a túlélést és a progressziót vettük figyelembe. 
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6.4.2 GnRH származékok szintézise 

A peptideket minden esetben Fmoc-Rink Amid MBHA gyantán (gyantakapacitás: 0,69 mmol/g 

gyanta) szintetizáltam. Az Fmoc-csoport eltávolításához a 2% piperidin + 2% DBU / DMF hasító 

elegyet használtam, az aminosavak kapcsolásához pedig DIC-et és HOBt-t (gyantakapacitásra 

számolt 3-3 ekvivalens) alkalmaztam. A peptideket a gyantáról 95% TFA, 2,5% TIS és 2,5% 

desztillált víz elegyével hasítottam, a reakcióelegyeket 15 percig 0 °C-on, majd 1,5 órán keresztül 

szobahőmérsékleten kevertettem. A hasítás után az elegyet tízszeres feleslegű 0 °C-ra hűtött éterbe 

szűrtem, majd a kicsapódott peptideket 5 percig 4400 fordulat/perc sebességgel centrifugáltam 

(Eppendorf 5702 centrifuga, Hamburg, Németország). Az étert dekantáltam, majd a kiülepedett 

terméket még kétszer, az előzőekkel azonos módon, hideg éterrel mostam. A nyers peptideket 

acetonitril és desztillált víz keverékében oldottam, majd liofilizáltam. A nyers peptideket RP-

HPLC segítségével tisztítottam, a termékeket tömegspektrometria segítségével azonosítottam, 

tisztaságukat pedig analitikai RP-HPLC-vel ellenőriztem (Macherey-Nagel (Düren, Németország) 

Nucleosil C18 oszlop (5 µm, 100 Å, 250 × 4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 30 perc 

90% B). 

6.4.2.1 GnRH-I[6D-Lys] előállítása (1) 

A hatos pozícióban D-lizinnel módosított GnRH-I (<EHWSYkLRPG-NH2) analóg 

előállításához a következő aminosav-származékokat használtam: piroglutaminsav, Fmoc-His(Trt)-

OH, Fmoc-Trp-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH, 

Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Pro-OH és Fmoc-Gly-OH. A szintézis befejezése után a dekapeptidet 

a fentebb leírt eljárással hasítottam a gyantáról, majd tisztítottam és azonosítottam. 

6.4.2.2 GnRH-I[4Lys(Bu),6D-Lys] és GnRH-II[4Lys(Bu),6D-Lys] előállítása (2 és 3) 

A négyes helyzetben vajsavval módosított lizint és a hatos pozícióban D-lizint tartalmazó 

GnRH-I (<EHWK(Bu)YkLRPG-NH2) és GnRH-II (<EHWK(Bu)HkWYPG-NH2) analógokat az 

előzőhöz hasonló módon állítottam elő, azonban a szerin helyett Fmoc-Lys(Dde)-OH származékot 

építettem be a szekvenciába. A peptidgerinc megépítése után a Dde csoportot a gyantán szelektíven 

2% N2H4·H2O / DMF eleggyel hasítottam (8 x 5 perc), majd vajsav-anhidriddel acileztem a lizin 

ε-aminocsoportját DIPEA jelenlétében (3-3 ekv. a gyantakapacitásra számolva) DMF oldószerben 

(2 óra, szobahőmérséklet). Ezután a peptideket hasítottam a gyantáról, majd tisztítottam és 

azonosítottam. 
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6.4.2.3 GnRH-III[4Lys(Bu),6Asp(OMe)] előállítása (4) 

A négyes helyzetben Lys(Bu)-t és a hatos pozícióban aszparaginsav-metilésztert tartalmazó 

GnRH-III (<EHWK(Bu)HD(OMe)WKPG-NH2) származék előállítása a többi GnRH analóggal 

azonos módon történt. Mivel a metil-észter védőcsoport bázikus körülmények között nem stabil, 

ezért a négyes pozícióba Fmoc-Lys(Mtt)-OH védett aminosavat építettem be, továbbá az Fmoc-

Asp(OMe)-OH beépítése után az Fmoc hasítóelegyet 2% piperidin + 2% DBU + 0,1 M HOBt / 

DMF elegyre cseréltem. A peptidgerinc megépítése után az Mtt védőcsoportot a gyantán 

szelektíven 2% TFA + 2% TIS / DCM eleggyel hasítottam (2 + 2 + 5 + 10 + 30 perc), majd vajsav-

anhidriddel, a korábbiakban leírt módon acileztem a lizin ε-aminocsoportját. Ezután a peptidet 

hasítottam a gyantáról, majd tisztítottam és azonosítottam. 

6.4.3 Peptid-Protoporfirin IX konjugátumok előállítása (5-8) 

A peptideket, a PpIX-et és a PyBOP-ot (1:1:3 ekv.) DMF-ben feloldottam, majd az oldatokhoz 

DIPEA-t (6 ekv.) adtam. A reakcióelegyeket 16 órán keresztül, szobahőmérsékleten, fénytől védett 

körülmények között kevertettem. A konjugátumokat preparatív RP-HPLC-vel előtisztítottam, majd 

a finomtisztítást szemipreparatív RP-HPLC-vel (C4 oszlop) végeztem. A tisztítás során mindkét 

esetben 0,1% TFA / acetonitril tartalmú B eluenst használtam. A tiszta biokonjugátumokat 

tömegspektrometria segítségével azonosítottam, tisztaságukat pedig analitikai RP-HPLC-vel 

ellenőriztem (Macherey-Nagel (Düren, Németország) Nucleosil C18 oszlop (5 µm, 100 Å, 250 × 

4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 30 perc 90% B). 

6.4.4 Receptorkötődési vizsgálat 

A szintetizált peptidek és konjugátumok receptorkötődési képességét 125I-jelzett triptorelinnel 

([125I]-GnRH-I[6D-Trp]) való direkt leszorításos vizsgálat során határoztuk meg humán agyalapi 

mirigy és humán prosztata tumorszövet mintákon. Az egészséges humán agyalapi mirigy (elülső 

lebeny) szövet boncolásból, míg a prosztata tumorszövet minták sebészi beavatkozás során 

eltávolított szövetekből származnak. A mintagyűjtést és azok felhasználását a Debreceni Egyetem 

etikai bizottsága engedélyezte a vizsgálatainkhoz. 

A GnRH analógok és GnRH-PpIX konjugátumok GnRH-R-I-hez való kötődési affinitását in 

vitro ligand kompetíciós assay segítségével határoztuk meg.20,23,72,73,168,201 Az assay alapja a [125I]-

[6D-Trp]-GnRH-I ligand specifikus kötődése a membrán asszociált GnRH receptorokhoz. Az 50-

160 µg fehérje tartalmú membrán homogenizátumokat 60-80000 percenkénti beütésszámú (cpm) 
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radioizotóposan jelzett [125I]-GnRH-I[6D-Trp] analóggal kezeltük, majd a kötési helyekről a nem 

radioaktív peptidekkel/konjugátumokkal növekvő koncentrációban (10-12-10-6 M) szorítottuk le. A 

kísérletet kétszer ismételtük meg, 150 μL össztérfogatú kötő pufferben. Az inkubáció után 125 μL 

szuszpenziót 1 mL 1,5% BSA-t tartalmazó jéghideg kötő puffer felszínére pipettáztunk, majd a 

mintákat centrifugáltuk (3 perc, 12.000x g, 4 °C). A felülúszót eltávolítottuk, és a visszamaradó 

pellet aktivitását gamma számláló (Micromedic System, Huntsville, AL, USA) segítségével 

mértük. A fehérjekoncentrációt Bio-Rad protein assay kittel (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), a 

kiértékelést pedig LIGAND-PC számítógépes görbe illesztési program segítségével végeztük.  

6.4.5 UV-Vis spektroszkópia 

A peptidekből és konjugátumokból 1% DMSO-t tartalmazó PBS:acetonitril (1:1, V/V) elegyben 

50 μM koncentrációjú oldatokat készítettünk, majd az UV-Vis spektrumokat 200-800 nm között 

vettük fel egy BioTek Synergy 2 Multi-Mode Reader segítségével (BioTek, Winooski, VT, USA).  

6.4.6 Detroit-562 sejtek fenntartása 

A Detroit-562 humán garat tumorsejteket az Amerikai Sejtkultúra Gyűjteményből (Manassas, 

VA, USA) szereztük be. A sejtek kultúrában tartása és növesztése 37 °C-on, 5% CO2 atmoszféra 

mellett 10% magzati borjú szérumot (FBS) (Gibco®/Invitrogen Corporation, New York, NY, 

USA), 1% nátrium piruvátot és 1% MycoZap-et tartalmazó EMEM médiumban (mind Lonza 

Group Ltd., Bázel, Svájc) történt.  

6.4.7 Konfokális lézer scanning mikroszkópia 

A sejteket Ibidi® μ-Slide 8 lyukú mikroszkópos lemezre osztottuk (104 sejt / lyuk) 48 órával a 

kezelés előtt. Közvetlenül a kezelés előtt a sejteket 10 percig 4%-os paraformaldehid oldattal 

fixáltuk, majd PBS-sel (Gibco®/Invitrogen Corporation, New York, NY, USA) mostuk. A sejtek 

permeabilizálása során 0,1% (V/V) Triton X-100-t tartalmazó PBS oldatot használtunk 10 percig. 

Ezt a lépést a membrán GnRH-R vizsgálat esetén kihagytuk. Ezt követően a sejteket 30 percig 5% 

BSA (Millipore Sigma, Burlington, MA, USA) tartalmú PBS oldattal blokkoltuk. PBS-sel való 

mosást követően a sejteket egy órát hGnRH-I-R primer antitesttel (Proteintech™, Rosemont, IL, 

USA) (hígítás: 1:100), majd újabb PBS oldattal való mosást követően egy órát Alexa Fluor 594 

jelzett másodlagos antitesttel (Jackson ImmunoResearch Inc., Ely, UK) (hígítás: 1:300) inkubáltuk 

25 °C-on. A sejtekhez hozzáadtuk a Draq5™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 
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fluoreszcens festék PBS-es oldatát (10 µM, 10 perc), majd háromszor mostuk PBS-sel, végül pár 

csepp fedőmédiumot (Millipore Sigma, Burlington, MA, USA) adtunk a sejtekhez. A felvételeket 

konfokális lézermikroszkóppal készítettük (Zeiss Confocal LSM 710, Carl Zeiss AG, Oberkochen, 

Németország; objektív: Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27; rés: 1 AU; lézer hullámhossz: 

543 nm 10,0%, 633 nm 4,0%; detektálási hullámhossz: 602-631 nm, 676-758 nm). A felvételek 

további feldolgozása ZEN 2.5 szoftverrel (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Németország) történt, az 

ábrák elkészítéséhez a CorelDRAW Graphics Suite 2019 (Corel Corporation, Ottawa, Kanada) 

szoftvercsomagot használtuk. 

6.4.8 In vitro sejt viabilitási vizsgálatok 

A sejteket 96 lyukú lemezre osztottuk (6·103 sejt / lyuk) 48 órával a kezelés előtt. A peptidekből 

és konjugátumokból DMSO-ban (5 mM) törzsoldatot készítettünk, majd a sejtek kezelését mind a 

peptidekkel (10 μM), mind a konjugátumokkal (0,025-10 μM) szérummentes EMEM médiumban, 

közvetlen fénytől védve végeztük. Minden hígítási pont esetén a DMSO végkoncentrációja 0,2% 

(V/V) volt, a kontroll sejteket pedig 0,2% DMSO-t tartalmazó médiummal kezeltük. Az 1, 3 vagy 

5 órás kezelés után a sejtekről a kezelőszert eltávolítottuk, a sejteket médiummal mostuk, majd 

szérumot, valamint antibiotikumot tartalmazó EMEM médiumot adtunk hozzájuk. Közvetlenül 

ezután egy Oriel típusú 250 W-os kvarc volfrám halogén lámpával (Newport Corporation, CA, 

USA) 0, 2, 10 vagy 30 percig történő besugárzás után további 72 órán keresztül inkubáltuk. Végül 

MTT teszt (Sigma Aldrich Kft., Budapest, Magyarország) segítségével értékeltük ki a vegyületek 

sejt-életképességre gyakorolt hatását. A kezeléseket három párhuzamos mérésben végeztük és 

kétszer ismételtük meg.  

Az in vitro sejt viabilitási adatok statisztikai kiértékelését t-próbával, a GraphPad Prism 8.2.0 

program (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) segítségével végeztük. A statisztikai 

szignifikanciát a Holm-Sidak módszer szerint határoztuk meg, * p < 0,05; ** p < 0,01;  

*** p < 0,001. 
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6.5 A hatóanyagok számának és pozíciójának fontossága daunomicin-Angiopep-2 

konjugátumokban 

6.5.1 Angiopep-2 származékok szintézise 

Az Angiopep-2 származékokat Wang gyantán (gyantakapacitás: 0,45 mmol/g gyanta) 

szintetizáltam Fmoc/tBu stratégiát alkalmazva. Az első aminosav (Fmoc-Tyr(tBu)-OH; 2 

ekvivalens a gyantakapacitásra nézve) felkapcsolását 2 órán keresztül DIC kapcsolóreagenssel 

DMAP (2:0,2 ekv.) jelenlétében végeztem. A többi aminosav kapcsolásához DIC-et és HOBt-t 

(gyantakapacitásra számolt 3-3 ekvivalens) alkalmaztam, a kapcsolási idő ezekben az esetekben 

már egy óra volt. Az Fmoc-csoport eltávolításához 2% piperidin + 2% DBU / DMF hasító elegyet 

használtam, majd ezt a második aszparagin (12Asn) felkapcsolása után 2% piperidin + 2% DBU + 

0,1 M HOBt / DMF elegyre cseréltem.  

A 9-16 konjugátumok előállításához a peptidek szintézise gyantaosztásos technikával történt. 

Az ötödik aminosavként felkapcsolt lizin (15Lys) esetén a szelektíven hasítható oldallánc 

védőcsoportot tartalmazó Fmoc-Lys(Mtt)-OH-t használtam. A kilencedik aminosav (11Arg) 

felkapcsolása után a gyantát két részre osztottam (1:1 arányban), és az egyik feléhez (9-11, 13) 

Fmoc-Lys(Boc)-OH-t, míg a másik feléhez (12, 14-16) Fmoc-Lys(Dde)-OH-t kapcsoltam. Ezután 

a két gyantát párhuzamosan építettem az utolsóelőtti aminosavig. A tizennyolcadik aminosav 

(2Phe) beépítése után a gyantákat ismét ketté osztottam (1:1 arányban), és az N-terminálison szabad 

aminocsoportot tartalmazó szekvenciák esetén (9, 10, 12, 14) Boc-Thr(tBu)-OH-t, míg a többi 

esetben (11, 13, 15, 16) Fmoc-Thr(tBu)-OH aminosav-származékot kapcsoltam a peptidlánchoz. A 

peptidgerinc felépítése után a megfelelő N-terminális és/vagy lizin oldallánc védőcsoportokat 

szelektíven hasítottam. Az Fmoc védőcsoportot az addig alkalmazott 2% piperidin + 2% DBU + 

0,1 M HOBt / DMF eleggyel, a Dde védőcsoportot 2% N2H4·H2O / DMF eleggyel (8 x 5 perc), 

míg az Mtt védőcsoportot 1% TFA / DCM eleggyel (10 x 2 perc + 10 x 5 perc + 2 x 10 perc) 

távolítottam el. Ezután a Boc-védett aminooxiecetsavat (Boc-Aoa-OH) PyBOP kapcsolószerrel, 

Oxyma Pure és DIPEA jelenlétében (szabad aminocsoportra számolt 5:5:5:10 ekv.) kapcsoltam. A 

peptideket a gyantáról 95% TFA, 2,5% TIS és 2,5% desztillált víz elegyével 10 ekvivalens szabad 

aminooxiecetsav jelenlétében hasítottam, mely során a reakcióelegyeket 15 percig 0 °C-on, majd 

1,5 órán keresztül szobahőmérsékleten kevertettem. A hasítás után az elegyet tízszeres feleslegű 0 

°C-ra hűtött éterbe szűrtem, majd a kicsapódott peptideket 5 percig 4400 fordulat/perc sebességgel 
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centrifugáltam (Eppendorf 5702 centrifuga, Hamburg, Németország). Az étert dekantáltam, majd 

a kiülepedett terméket még kétszer, az fentebb leírtakkal azonos módon, hideg éterrel mostam. A 

nyers peptideket acetonitril és desztillált víz keverékében oldottam, majd liofilizáltam. A nyers 

peptideket RP-HPLC segítségével tisztítottam, a termékeket tömegspektrometria segítségével 

azonosítottam, tisztaságukat pedig analitikai RP-HPLC-vel ellenőriztem (Macherey-Nagel (Düren, 

Németország) Nucleosil C18 oszlop (5 µm, 100 Å, 250 × 4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 

2% B, 30 perc 90% B). 

A 13-16 konjugátumok előállításához szükséges peptidek szintézise során az Mtt és Dde 

védőcsoportok hasítása számos mellékterméket eredményezett, melyek tisztítása során elválasztási 

problémát tapasztaltam elsősorban a különböző számú hatóanyagot tartalmazó konjugátumok 

együtt eluálódása miatt (ld. 6. táblázat). Ezért ezeknek a peptideknek a szintézisét egyenként külön 

megismételtem, mely során a tizenötös pozícióban lévő lizin esetében a korábban alkalmazott 

Fmoc-Lys(Mtt)-OH helyett Fmoc-Lys(Boc)-OH (15) vagy Fmoc-Lys(Dde)-OH (13, 14, 16) 

aminosavakat használtam. A szintézis többi része a korábbiakkal megegyező módon végeztem. A 

változtatások után a kívánt tiszta származékok előállítása sikeres volt. 

A 17-19 konjugátumokhoz tartozó peptidek szintézise az előzőekhez hasonló módon történt, 

azonban itt minden esetben a 15Lys pozícióba Fmoc-Lys(Boc)-OH-t, a 10Lys pozícióba Fmoc-

Lys(Dde)-OH aminosavat, míg az 1Thr pozícióba Boc-Thr(tBu)-OH-t kapcsoltam. A peptidgerinc 

felépítése után a Dde oldallánc védőcsoportot lehasítottam (2% N2H4·H2O / DMF elegy; 8 x 5 

perc), és az ε-aminocsoporthoz kapcsolódó első Fmoc-aminosavat PyOxim kapcsolószerrel DIPEA 

jelenlétében (5:5:10 ekv.) kapcsoltam. Az oldalláncokat Fmoc technikával építettem meg, majd 

utolsó egységként Boc-Aoa-OH-t kapcsoltam minden származékhoz. A peptidek gyantáról való 

hasítása és feldolgozása a korábbiakban ismertetett módon történt. 

6.5.2 Angiopep-2-daunomicin konjugátumok előállítása (10-19) 

A tiszta peptidet tartalmazó HPLC frakciót közvetlenül, liofilizálás nélkül használtam fel a 

daunomicinhez való konjugálásához. Ehhez az oldószert rotációs vákuumbepárlóval 

koncentráltam, az Aoa-csoportokra számolva 1,5 ekvivalens daunomicin·HCl-t adtam hozzá, majd 

ammónium-acetát pufferben (0,2 M, pH 5,1; 10 mg/mL peptid koncentráció) oldottam. A 

reakciókat szobahőmérsékleten 5-16 órán keresztül kevertettem, majd az így kapott 

konjugátumokat RP-HPLC-vel tisztítottam. A termékeket tömegspektrometria segítségével 
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azonosítottam, tisztaságukat pedig analitikai RP-HPLC-vel ellenőriztem (Macherey-Nagel (Düren, 

Németország) Nucleosil C18 oszlop (5 µm, 100 Å, 250 × 4,6 mm) vagy HiChrom (Lutterworth, 

UK) Vydac C4 oszlop (5 µm, 300 Å, 250 × 4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 30 perc 

90% B). 

6.5.3 U87 sejtek fenntartása 

Az U87 humán glioblastoma sejtek tenyésztése 37 °C-on, 5% CO2-ot tartalmazó atmoszférában, 

10% magzati borjú szérumot (FBS), 2 mM L-glutamint, 50 μg/mL penicillin/streptomycint 

tartalmazó RPMI-1640 médiumban (mind Lonza Group Ltd., Bázel, Svájc) történt. 

6.5.4 In vitro sejt viabilitási vizsgálatok 

A sejteket a kezelést megelőző napon 96 lyukú lemezre (Sarstedt, Nümbrecht, Németország) 

osztottuk komplett médiumban (5·103 sejt / lyuk). Az előállított hatóanyagot nem tartalmazó 

peptidből (9) és a konjugátumokból (10-19) 1% (V/V) DMSO tartalmú szérummentes médiumban 

törzsoldatot készítettünk (100 μM), majd a sejteket 24 órán keresztül kezeltük a vegyületekkel 

(0,05-50 μM). A kontroll sejteket 1% (V/V) DMSO-t tartalmazó szérummentes médiummal 

kezeltük. Az inkubációs idő lejárta után a sejtekről eltávolítottuk a kezelő oldatot, minden lyukat 

kétszer szérummentes médiummal mostunk, majd szérum tartalmú RPMI-1640 médium 

hozzáadása után a sejteket további 48 órán keresztül inkubáltuk. Ezt követően MTT-teszttel 

értékeltük ki a vegyületek sejt viabilitásra gyakorolt hatását, mely során az abszorbanciát egy 

ELISAreader (Labsystems MS Reader, Finnország) segítségével határoztuk meg. Az ebből számolt 

értékeket a koncentráció függvényében OriginPro8 program (OriginLab Co., Northampton, MA, 

USA) segítségével ábrázoltunk, majd a pontokra szigmoid görbét illesztettünk. Az illesztett görbe 

y = 50% értéke közvetlenül megadja az IC50 értéket. A kezeléseket négy párhuzamos mérésben 

végeztük és legalább kétszer megismételtük. 

6.5.5 In vitro sejtbejutási vizsgálatok 

A sejteket a kezelést megelőző napon 24 lyukú lemezre osztottuk (5·104 sejt / lyuk). A 

konjugátumokból (10-19) 1% (V/V) DMSO tartalmú szérummentes médiumban törzsoldatot 

készítettünk (100 μM), majd a sejteket 2, 10 és 50 μM koncentrációjú oldatokkal egy órán keresztül 

kezeltük. A kontroll sejtek kezelése szérummentes médiummal történt. Ezután a kezelő oldatot 

eltávolítottuk és a sejteket HPMI oldattal (pH=7,4) mostuk. A sejteket 10 percig 37 °C-on tripszin 
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oldattal inkubáltuk, majd az enzimet 10% FBS-t tartalmazó HPMI oldattal inaktiváltuk. A lyukak 

tartalmát FACS-csövekbe pipettáztuk, a sejteket centrifugáltuk (5 perc, 1000 fordulat/perc), majd 

eltávolítottuk a felülúszót és a sejteket friss HPMI oldatban szuszpendáltuk. A konjugátumok 

sejtbejutásának mértékét egy BD LSR II áramlási citométerrel (BD Bioscience, San Jose, CA, 

USA) vizsgáltuk, és FACSDiva szoftvert (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) használtunk a 

kiértékeléshez. A kezeléseket két párhuzamos mérésben végeztük és legalább kétszer 

megismételtük. 

6.5.6 Stabilitás vizsgálat patkány máj lizoszóma preparátumban 

A konjugátumokból desztillált vízben 2,5 μg/μL töménységű törzsoldatot készítettem, majd ezt 

0,2 M nátrium acetát pufferrel (pH = 5,03) százszorosára hígítottam (25 pg/μL). A patkány máj 

lizoszóma preparátumot (16,6 μg/μL) ugyanezzel a pufferrel hússzorosára hígítottam, majd a két 

oldatot 1:1 (fehérje:peptid, m/m) arányban elegyítettem. Minden esetben kontroll méréseket is 

végeztem, ekkor a lizoszóma preparátum helyett puffert adtam az elegyhez. Az oldatokat 37 °C-

on, 600 rpm kevertetés mellett fűthető rázótermosztátban (ThermoMixer, Eppendorf AG, 

Hamburg, Németország) inkubáltam, majd 5 perc, 1, 6, 24 és 72 óra elteltével 50 μL térfogatú 

mintákat vettem. A kivett mintákhoz 5 μL hangyasavat adtam, mely leállította a degradációs 

reakciót, és a mintákat az analízisig fagyasztva tároltam.  

A minták HPLC-MS vizsgálatát egy Dionex 3000 HPLC - Q Exactive Focus hibrid kvadrupol-

orbitrap tömegspektrométerrel (Thermo Fisher Scientific, Bréma, Németország) végeztem. Az 

elválasztáshoz Supelco (Merck, Darmstadt, Németország) Ascentis C18 oszlopot (3 μm, 100 Å, 

150 × 2,1 mm) és gradiens elúciót (0 perc 2% B, 1 perc 2% B, 17 perc 90% B; A eluens: 0,1% 

hangyasav/desztillált víz, B eluens: 0,1% hangyasav/acetonitril + desztillált víz (80:20, V/V), 0,2 

mL/perc áramlási sebesség, 40 °C) használtam, és a nagy felbontású tömegspektrumokat 200-1800 

m/z tartományban vettem fel. Az adatokat az Xcalibur program (Thermo Fisher Scientific, Bréma, 

Németország) segítségével elemeztem. 
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6.6 EGFR célzó hatóanyag-peptid konjugátumok oldhatóság növelése hidrofil 

polimerekkel 

6.6.1 EGFR irányító peptidek szintézise 

A GE11 és D4 peptideket szilárdfázisú peptidszintézissel manuálisan Fmoc/tBu stratégiát 

alkalmazva szintetizáltam. Az Fmoc-csoport eltávolításához 2% piperidin + 2% DBU / DMF hasító 

elegyet, az Fmoc-aminosav-származékok kapcsolásához DIC-et és HOBt-t (gyantakapacitásra 

számolt 3-3 ekvivalens) használtam. 

6.6.1.1 Peptidek szintézise a hatóanyag-peptid konjugátumokhoz 

A peptidek szintézisét Fmoc-Rink Amid MBHA gyantán (gyantakapacitás: 0,63 mmol/g 

gyanta) végeztem. A peptidgerinc megépítése után a kontroll peptideket (20 és 24) acetilezést 

követően hasítottam a gyantáról. A többi peptid esetében (21-23 és 25-27) egy Boc-Aoa-OH-t 

közvetlenül a peptidek N-terminálisához, vagy az N-terminálison felépített enzim-labilis spacerhez 

(GFLG vagy YRRL) kapcsoltam, majd az így kapott peptideket is hasítottam a gyantáról. A 

hasításhoz 95% TFA, 2,5% TIS és 2,5% desztillált víz elegyet használtam, illetve az 

aminooxiecetsavat tartalmazó származékok esetében 10 ekvivalens szabad Aoa·1/2HCl-t is adtam 

a hasító elegyhez a nem kívánt oxim melléktermékek keletkezésének elkerülésére. A 

reakcióelegyeket 15 percig 0 °C-on, majd 1,5 órán keresztül szobahőmérsékleten kevertettem. A 

hasítás után az elegyeket tízszeres feleslegű 0 °C-ra hűtött éterbe szűrtem, majd a kicsapódott 

peptideket 5 percig 4400 fordulat/perc sebességgel centrifugáltam (Eppendorf 5702 centrifuga, 

Hamburg, Németország). Az étert dekantáltam, majd a kiülepedett terméket még kétszer, az 

előzőekkel azonos módon, hideg éterrel mostam. A nyers peptideket acetonitril és desztillált víz 

keverékében oldottam, majd liofilizáltam. A peptideket RP-HPLC segítségével tisztítottam és 

tömegspektrometria segítségével azonosítottam. Az acetilezett peptidek tisztaságát analitikai RP-

HPLC-vel ellenőriztem (Phenomenex (Torrence, CA, USA) Aeris PEPTIDE XB-C18 oszlop (5 

μm, 100 Å; 250×4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 50 perc 90% B). A tiszta 

aminooxiacetilezett peptideket liofilizálás nélkül közvetlenül használtam a daunomicin 

konjugációhoz. 

6.6.1.2 Peptidek szintézise a hatóanyag-peptid-polimer konjugátumokhoz 

A GFLG spacert tartalmazó peptideket Wang gyantán (gyantakapacitás: 0,6 mmol/g gyanta) 

szintetizáltam. Az első aminosav felkapcsolását DIC kapcsolóreagenssel DMAP (a 
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gyantakapacitásra számolt 2:2:0,2 ekv.) jelenlétében végeztem 3 órán keresztül. A peptidgerinc 

megépítése után az N-terminálishoz egy izopropilidén védett aminooxiecetsavat (ipd=Aoa)178 

kapcsoltam, majd a peptideket a gyantáról 95% TFA, 2,5% TIS és 2,5% desztillált víz eleggyel 

hasítottam. A nyers peptidek feldolgozása az előző pontban ismertetett módon történt. 

6.6.2 Peptid-polimer konjugátumok előállítása  

A polimert (amin-PEG vagy amin-HbPG163), a peptidet, valamint a számított mennyiségű BOP 

és HOBt reagenseket (1:1,1:3:3 ekv.) DMF-ben feloldottam, majd a teljes oldódást követően 6 

ekvivalens DIPEA-t adtam a reakcióelegyhez, és az oldatokat 16 órán át szobahőmérsékleten 

kevertettem. A konjugátumokat RP-HPLC-vel tisztítottam, majd liofilizáltam.  

Az izopropilidén védőcsoportot 3 ekvivalens O-metil-hidroxil-amin hidroklorid 

(MeONH2·HCl) segítségével távolítottam el DMF / 0,2 M NH4OAc pufferben (pH 5,1; 1:1, 

V/V).178 A reakcióelegyet szobahőmérsékleten egy órán keresztül kevertettem, majd RP-HPLC-

vel tisztítottam. Az így kapott peptid-polimer konjugátumokat liofilizálás nélkül közvetlenül 

használtam a daunomicin konjugációjához. 

6.6.3 Daunomicin konjugálása az aminooxiacetilezett peptidekhez és a peptid-polimer 

konjugátumokhoz (20-35) 

A tiszta aminooxiacetilezett peptidet vagy peptid-polimer konjugátumot tartalmazó HPLC 

frakciót rotációs vákuumbepárlóval koncentráltam, majd DMF / 0,2 M ammónium-acetát 

pufferben (pH 5,1; 1:1, V/V; 10 mg/mL peptid/peptid-polimer konjugátum koncentráció) oldottam 

és 1,3 ekvivalens daunomicin·HCl-t adtam hozzá. A reakciókat szobahőmérsékleten 16 órán 

keresztül kevertettem, majd a konjugátumokat RP-HPLC-vel tisztítottam. A termékeket (28-35) 

tömegspektrometria segítségével azonosítottam, tisztaságukat pedig analitikai RP-HPLC-vel 

ellenőriztem (Phenomenex Aeris PEPTIDE XB-C18 oszlop (5 μm, 100 Å; 250×4,6 mm); gradiens: 

0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 50 perc 90% B). 

6.6.4 A daunomicin-peptid és daunomicin-peptid-polimer konjugátumok oldhatóságának 

vizsgálata 

A hatóanyag-peptid és hatóanyag-peptid-polimer konjugátumok oldhatóságát turbiditás 

mérésekkel vizsgáltuk. A daunomicin-peptid konjugátumokat (1 mM DMSO-ban oldva) és a 

daunomicin-peptid-polimer konjugátumokat (1 mM desztillált vízben oldva) RPMI-1640 
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médiummal tízszeresére hígítottuk, homogenizáltuk, majd szobahőmérsékleten 15 percig állni 

hagytuk. A minták transzmittanciáját (T%) 630 nm-en 2 mm-es kvarcküvettában 25 °C-on mértük 

egy JASCO V-650 spektrofotométerrel (ABL&E-JASCO Magyarország Kft, Budapest, 

Magyarország). Referenciaként DMSO-RPMI-1640 (1:9, V/V) vagy desztillált víz-RPMI-1640 

médium (1:9, V/V) keverékeket használtuk, és a minták turbiditását 100-T%-ban fejeztük ki. 

6.6.5 HT-29 sejtek fenntartása 

A HT-29 humán vastagbél adenokarcinóma sejtek (European Collection of Authenticated Cell 

Cultures (ECCAC), Salisbury, UK) tenyésztése 37 °C-on, 5% CO2-ot tartalmazó atmoszférában, 

10% FBS-t, 2 mM L-glutamint, 100 μg/mL penicillin/streptomycint tartalmazó RPMI-1640 

médiumban (mind Lonza Group Ltd., Bázel, Svájc) történt. 

6.6.6 In vitro sejtbejutási vizsgálatok 

A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok in vitro sejtbejutását letapadt, illetve 

szuszpenzióban lévő HT-29 sejteken is vizsgáltuk. Az előbbi esetben a sejteket a kezelést megelőző 

napon 12 lyukú lemezre osztottuk (105 sejt / lyuk). A sejteket a 10 μM végkoncentrációjú 

oldatokkal 15, 30 vagy 60 percen keresztül 37 °C-on kezeltük, majd PBS oldattal (pH 7,2) mostuk, 

végül tripszin-EDTA-val vagy TrypLE-lel (rekombináns, sejt-disszociációt elősegítő enzimek, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 5 percig 37 °C-on kezeltük. Ezután a disszociációs 

reagenseket friss szérum tartalmú médiummal inaktiváltuk, és a sejteket FACS-csövekbe 

pipettáztuk. Egy centrifugálási (5 perc, 1000 fordulat/perc) és PBS-sel való mosási lépés után a 

sejteket FACSCalibur áramlási citométerrel (Becton–Dickinson, San Jose, CA, USA) vizsgáltuk. 

A szuszpenzióban levő sejteken végzett kísérletek esetén először a letapadt, sejttenyésztő 

flaskában lévő sejteket felpasszáltuk TrypLE reagens segítségével, melynek aktivitását 5 perc 

elteltével friss médium hozzáadásával állítottuk le. Ezután a sejteket FACS-csövekbe (105 sejt / 

FACS-cső) pipettáztuk, majd centrifugáltuk és friss médiummal mostuk. A sejteket a daunomicin-

peptid-polimer konjugátumok 10 μM végkoncentrációjú oldatával 30 percen keresztül 37 °C-on 

kezeltük. A konjugátumok eltávolításához a csöveket újra centrifugáltuk és PBS-sel mostuk. Ezt 

követően a kezelt sejtek egy részét egy újabb PBS-sel való mosási lépés után közvetlenül vizsgáltuk 

az áramlási citométerrel, míg a sejtek másik részénél beiktattunk egy tripszin-EDTA-val való 

kezelést (5 perc, 37 °C) is, majd egy centrifugálás és egy PBS-sel való mosás után történt az 

áramlási citometriai mérés.  



115 

 

Minden minta esetén 10000 sejtet vizsgáltunk. A membránhoz kötött vagy az intracelluláris 

daunomicin-peptid-polimer konjugátumoktól származó átlagos fluoreszcencia intenzitás 

(mértékegység nélküli paraméter) adatok elemzésére CellQuest Pro programot (BD Bioscience, 

San Jose, CA, USA) használtunk. A kezeléseket kétszer ismételtük meg hasonló eredménnyel, így 

csak az egyik kísérlet reprezentatív eredményét ábrázoltuk. Az áramlási citometriás hisztogramok 

statisztikai elemzése Kolmogorov-Smirnov teszttel történt. 

6.6.7 In vitro sejt viabilitási vizsgálatok 

A daunomicin-peptid-polimer konjugátumok in vitro sejt viabilitásra gyakorolt hatását valós 

időben információt nyújtó impedimetriás vizsgálatokkal határoztuk meg xCELLigence SP 

berendezés (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) alkalmazásával. A háttér (1 óra alatt 1 

perces intervallummal mért adatsor) felvételéhez csak sejttenyésztő médiumot használtunk. Majd 

a HT-29 sejteket a mérőelektródokkal fedett lemez (E-plate) kamráiba osztottuk (104 sejt / lyuk) és 

24 órán át 37 °C-on inkubáltuk. Ezt követően a sejtekhez pipettáztuk a daunomicin-peptid-polimer 

konjugátumok különböző koncentrációjú oldatait (0,1 μM-50 μM) és az impedancia változást 72 

órán keresztül 20 másodpercenként rögzítettük. A kontroll mérések során a sejteket sejttenyésztő 

médiummal kezeltünk. A kezelés hatására bekövetkező impedancia változást a készülék egy 

mértékegység nélküli mutatószám, a sejtindex formájában fejezi ki. A kiértékelés során a 

normalizált sejtindex értéket használtuk, ami a kezelés egy adott időpontjában mért sejt index és a 

kezelést megelőző, hatóanyag mentes sejtekre jellemző sejtindex hányadosa. A normalizált 

sejtindex értékekre illesztett (OriginPro 9.0, OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) 

szigmoid dózis-hatás görbéket alapul véve az IC50 értékeket azon koncentrációként határoztuk 

meg, amely a normalizált sejtindex 50%-ra történő csökkenését eredményezi. A kezeléseket három 

párhuzamos mérésben végeztük.  

6.6.8 Dinamikus fényszóródás mérés (DLS) 

Az előállított daunomicin-peptid-polimer konjugátumok (100 μM vizes oldatok) méretét és 

eloszlását DLS-sel határoztuk meg. A méretet az intenzitás szerinti átlagos átmérővel (d), az 

eloszlást pedig a polidiszperzitás indexszel (PDI) jellemeztük. A kritikus aggregációs koncentráció 

(cac) meghatározásához a DLS-sel mért szórt intenzitást a koncentráció függvényében (0,5-500 

μM) ábrázoltuk.202 A méréseket 633 nm-en 25 °C-on végeztük egy 4 MW-os He-Ne lézerrel 
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rendelkező Malvern Zetasizer, NANO ZS (Malvern Instruments, Malvern, UK) műszer 

alkalmazásával. A méréseket minden esetben háromszor ismételtük meg. 
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6.7 Tuftsin-daunomicin konjugátumok tömegspektrometriás analízisének optimalizálása 

6.7.1 Tuftsin származékok szintézise 

A peptideket minden esetben Wang gyantán (gyantakapacitás: 0,6 mmol/g gyanta) 

szintetizáltam Fmoc/tBu stratégiát alkalmazva. Az első aminosav (Fmoc-Arg(Pbf)-OH; 2 

ekvivalens a gyantakapacitásra nézve) felkapcsolását DIC (2 ekv.) kapcsolóreagenssel, DMAP  

(0,2 ekv.) jelenlétében végeztem 2 órán keresztül. A többi aminosav kapcsolásához DIC-et és 

HOBt-t (gyantakapacitásra számolt 3-3 ekvivalens) alkalmaztam, a kapcsolási idő ezekben az 

esetekben egy óra volt. Az Fmoc-csoport eltávolításához a 2% piperidin + 2% DBU / DMF hasító 

elegyet használtam. 

A szintézis során összesen hat elágazó láncú aminooxiacetilezett tuftsin analógot állítottam elő. 

Ezekből három monomer (TKPR) és három dimer (TKPRTKPR) származék volt. Az elágazásokat 

minden esetben a lizin(ek) oldalláncán alakítottam ki, ezért Fmoc-Lys(Dde)-OH-t használtam a 

peptidek előállításához. Az N-terminálison formilezett származékok (37, 40) előállításához az 

utolsó aminosav, a treonin Fmoc védőcsoportjának hasítását követően az aminocsoportot 

hangyasav 2,4,6-triklórfenil-észterrel (For-OTcp, 5 ekv.) reagáltattam. A szabad N-terminálissal 

rendelkező peptidek (36, 38, 39, 41) szintézisénél Boc-Thr(tBu)-OH-t választottam a peptidgerinc 

utolsó aminosavának. Ezt követően az elágazások kiépítéséhez a szelektíven hasítható Dde lizin 

oldallánc védőcsoporto(ka)t 2% N2H4·H2O / DMF eleggyel (8 x 5 perc) távolítottam el. A Boc-

védett aminooxiecetsavat (Boc-Aoa-OH) közvetlenül az ε-aminocsoport(ok)hoz vagy egy GFLG 

spacerhez (melyet előbb Fmoc technikával felépítettem a lizin oldallánc(ok)on) kapcsoltam. A 

peptideket a gyantáról 95% TFA, 2,5% TIS és 2,5% desztillált víz elegyével 10 ekvivalens szabad 

aminooxiecetsav jelenlétében hasítottam, a reakcióelegyeket 30 percig 0 °C-on, majd 2 órán 

keresztül szobahőmérsékleten kevertettem. Az elegyeket tízszeres feleslegű jéghideg éterbe 

szűrtem, majd a kicsapódott peptideket 5 percig 4400 fordulat/perc sebességgel centrifugáltam 

(Eppendorf 5702 centrifuga, Hamburg, Németország). Az étert dekantáltam, majd a kiülepedett 

termékeket még kétszer, az előzőekkel azonos módon, hideg éterrel mostam. A nyers peptideket 

desztillált vízben oldottam, liofilizáltam, majd RP-HPLC segítségével tisztítottam. 
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6.7.2 Tuftsin-daunomicin konjugátumok szintézise (36-41) 

A tiszta peptidet tartalmazó HPLC frakciót közvetlenül, liofilizálás nélkül használtam a 

hatóanyag konjugálásához. Ehhez az oldószert rotációs vákuumbepárlóval eltávolítottam, majd 

ammónium-acetát pufferben (0,2 M, pH 5,1; 10 mg/mL peptid koncentráció) oldottam és 1,2 

ekvivalens daunomicin·HCl-t adtam hozzá. A reakcióelegyeket szobahőmérsékleten 16 órán 

keresztül kevertettem, majd a konjugátumokat RP-HPLC-vel tisztítottam. A termékeket 

tömegspektrometria segítségével azonosítottam, tisztaságukat pedig analitikai RP-HPLC-vel 

ellenőriztem (Macherey-Nagel (Düren, Németország) Nucleosil C18 oszlop (5 µm, 100 Å, 250 × 

4,6 mm); gradiens: 0 perc 2% B, 5 perc 2% B, 30 perc 90% B). 

A 38 konjugátum előállítása során cukorvesztés is bekövetkezett, ezért izoláltam a cukorvesztett 

konjugátumot (42) is. 

6.7.3 Tömegspektrometriás mérések 

A tömegspektrometriás mérésekhez egy elektrospray ionizációs (ESI-MS) Bruker Daltonics 

Esquire 3000 Plus (Bréma, Németország) típusú ioncsapdás készüléket használtam. A 

konjugátumokból kétszer desztillált vízben törzsoldatot készítettem (ctörzs = 1 nmol/µL), majd ezt 

hígítottam a megfelelő oldószer keverékekkel. A mintákat 0,1% ecetsav / acetonitril:víz (1:1, V/V) 

elegyben savas körülmények között (ckonj.savas = 10 pmol/µL), acetonitril:víz (1:1, V/V) elegyben 

savmentes körülmények között (ckonj.savmentes = 20 pmol/µL), NH4HCO3 (pH 7,8):acetonitril (1:1, 

V/V) elegyben enyhén lúgos pufferelt közegben (végső puffer koncentráció 50 mM, ckonj.puffer = 50 

pmol/µL), illetve NH4OAc (pH 6,7):acetonitril (1:1, V/V) elegyben enyhén semleges/savas 

pufferelt közegben (végső puffer koncentráció 50 mM, ckonj.puffer = 50 pmol/µL) vizsgáltam. A 

kapilláris kimeneti feszültséget minden vizsgált közeg esetében 5-200 V között szisztematikusan 

változtattam. 
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7 Összefoglalás 
 

Doktori munkám során az irányított tumorterápiában alkalmazható hatóanyag-peptid 

konjugátumok szintézisével és vizsgálatával foglalkoztam. Tanulmányoztam az irányító molekula 

szerkezetének hatását a fotodinamikus terápiában alkalmazható GnRH-protoporfirin 

konjugátumok esetében, majd vizsgáltam a hatóanyagok számának és pozíciójának fontosságát 

daunomicin-Angiopep-2 konjugátumokban és elemeztem a szerkezeti változtatások biológiai 

hatékonyságra gyakorolt hatását. Ezután daunomicin-EGFR irányító peptid konjugátumok esetén 

fellépő oldhatósági problémák miatt tanulmányoztam vízoldható polimerek konjugálásának 

biológiai aktivitásra gyakorolt hatását, végül pedig kidolgoztam egy megfelelő vizsgálati 

körülményt daunomicin-tuftsin konjugátumok egyértelmű tömegspektrometriás azonosítására.  

A kutatás első részében különböző GnRH-protoporfirin konjugátumokat állítottam elő, melyhez 

a célzott tumorterápiában alkalmazható GnRH-I szuperagonistát és három vajsavval módosított 

GnRH analógot használtam. A kapott eredmények igazolták, hogy mindegyik peptid és GnRH-

PpIX konjugátum hatékonyan kötődik a humán agyalapi mirigy és humán prosztata 

tumorszöveteken nagy mennyiségben jelenlévő GnRH-I receptorhoz. A konjugátumok in vitro sejt 

viabilitásra gyakorolt hatását a GnRH-R-t nagy mennyiségben expresszáló Detroit-562 humán 

garatrák sejteken vizsgáltuk. Első lépésként optimalizáltuk a kísérleti körülményeket, mely során 

az öt órás kezelési időtartam és a 10 perces besugárzás bizonyult a legjobbnak. A konjugátumok 

hatását az optimalizált körülmények között vizsgáltuk, és megállapítottuk, hogy az összes általam 

előállított konjugátum jelentősen hatékonyabb, mint a szabad PpIX. A leghatásosabb 

konjugátumok a vajsavval módosított GnRH-II analógot (7) és a GnRH-I szuperagonistát (5) 

tartalmazó származékok voltak. Ezenkívül igazoltuk, hogy a GnRH-R megfelelő célpont lehet a 

fej-nyaki daganatos betegek kezelése során.203  

A munkám második részében a hatóanyagok számának és pozíciójának szerepére fókuszáltam, 

melyhez a vér-agy gáton is átjutni képes Angiopep-2 peptidet használtam. Ebben a peptidben 

három konjugációra is alkalmas aminocsoport található, nevezetesen az N-terminális, illetve a két 

lizin (10Lys és 15Lys) oldallánca. Korábbi kutatások során mindegyik aminocsoportot felhasználták 

kismolekulás hatóanyagok kapcsolására,89,93 azonban az egyes pozíciók szerepét és fontosságát 

eddig még nem vizsgálták. Ezért előállítottam az összes egy, kettő, illetve három daunomicint 

tartalmazó konjugátumot (7 konjugátum, 10-16), majd ezek in vitro citosztatikus hatását és 
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sejtbejutási képességét U87 humán glioblastoma sejteken vizsgáltuk. Az eredmények alapján a 

hatóanyagok számának növelése nem növeli a konjugátumok hatékonyságát, sőt a legjobb hatással 

az egy daunomicint az N-terminálison tartalmazó konjugátum (11) rendelkezett. A legrosszabb 

hatást azon konjugátumok mutatták, melyek C-terminálishoz közelebbi lizinjéhez (15Lys) 

kapcsolódott daunomicin. Ez a pozíció valószínűleg fontos szerepet tölt be a receptorhoz való 

kötődésben, hiszen ezekben az esetekben alacsony sejtbejutást is tapasztaltunk. Az N-terminálishoz 

közelebbi lizin (10Lys) szubsztituálásával (12) egy kiemelkedő internalizációval rendelkező 

konjugátumot sikerült előállítani, melynek tumorellenes hatékonysága azonban nem volt 

kimagasló. A patkány máj lizoszóma preparátumban való degradációs vizsgálatok eredményeiből 

nyilvánvalóvá vált, hogy ebben az esetben a lassú metabolizáció okozza az alacsony citosztatikus 

aktivitást. Egy enzim-labilis spacer (GFLG, VA vagy VAGG) beépítése a hatóanyag és a lizin 

oldallánca közé sem javított jelentősen a konjugátum hatékonyságán, mert az esetek egy részében 

(18 és 19) a spacer hatására romlott a sejtbejutási képesség, míg a megfelelő internalizációval 

rendelkező származék (17) esetében a hatóanyagot tartalmazó metabolit felszabadulása volt lassú. 

Az így megszerzett ismereteket a tervezéshez felhasználva a jövőben várhatóan sikerrel előállítható 

lesz a megfelelő hatékonysággal rendelkező daunomicin-Angiopep-2 konjugátum.  

Doktori munkám harmadik részében EGF receptort célzó GE11 és D4 peptidet és enzim-labilis 

spacert (GFLG, YRRL) is tartalmazó daunomicin-peptid konjugátumokat vizsgáltam. Azonban 

ezen konjugátumok oldhatósága nagyon alacsonynak bizonyult, így a biológiai hatásukat nem 

sikerült összehasonlítanom. A vizsgálatok folytatásához az oldhatóság növelésére hidrofil polimer 

molekulát kapcsoltam a legrosszabbul oldódó GFLG spacert tartalmazó konjugátumokhoz. A 

daunomicin-peptid-polimer konjugátumok szintéziséhez poli(etilénglikol) (PEG) és 

hiperelágazásos poliglicidol (HbPG) származékokat választottam és a polimerek árnyékoló 

hatásának kiküszöbölésére egy pentaglicin távtartót is beépítettem a peptid és a polimer közé. A 

turbiditás mérések igazolták, hogy a választott hidrofil polimerekkel való konjugálás jelentősen 

javította a konjugátumok oldhatóságát. A konjugátumok összehasonlítására in vitro citotoxicitás és 

sejtbejutási vizsgálatokat végeztünk HT-29 humán vastagbél adenokarcinóma sejteken. A kapott 

eredményekből azonban nem tudtunk egyértelmű szerkezet-hatás összefüggéseket kimutatni, ezért 

feltételeztük, hogy a konjugátumok amfifil jellege miatt oldatban nanorészecskék alakulnak ki. Az 

adatok értelmezéséhez dinamikus fényszóródás méréssel meghatároztuk a keletkezett 

nanorészecskék méretét, illetve a konjugátumok kritikus aggregációs koncentrációját. A hosszabb 
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GE11 peptid esetében a spacer nélküli PEG-alapú konjugátum (28), míg a rövidebb D4 peptid 

esetén a G5 spacert tartalmazó HbPG-alapú konjugátum (35) bizonyult a leghatásosabbnak. Ez 

utóbbi esetben a G5 spacer csökkenti a D4 hidrofóbitását és egyben növeli az irányító peptid 

hozzáférhetőségét is, míg a HbPG csupán kismértékű sztérikus gátló hatást fejt ki. Fontos 

tapasztalat, hogy az ilyen típusú amfifil karakterű hatóanyag-peptid-polimer konjugátumok esetén 

a biológia hatás csak az önszerveződő aggregációs viselkedés ismeretében magyarázható. 

A munkám negyedik részében tuftsin-daunomicin konjugátumok egyértelmű 

tömegspektrometriás azonosítására alkalmas vizsgálati körülményeket kerestem. A több bázikus 

aminosavat tartalmazó tuftsin-daunomicin konjugátumok az általánosan alkalmazott 

tömegspektrometriás körülmények között magas töltöttségi állapotba kerülnek, és a daunomicin 

glikozidos kötésének spontán hasadása miatt komplex, túlnyomó részt fragmensionokat tartalmazó 

spektrumokat adnak. Ez a cukorvesztés azonban a szintézis és a tárolás alatt is bekövetkezhet, mely 

csökkent biológiai hatékonysághoz vezet. Emiatt a szerkezet egyértelmű meghatározására a 

konjugátumok alacsonyabb töltöttségi állapotát igyekeztem elérni. Ehhez olyan szisztematikus 

kísérletsorozatot végeztem, mely során fokozatosan csökkentettem a kapilláris feszültséget, illetve 

vizsgáltam az oldószer ionizációra gyakorolt hatását is. Az eredmények alapján látható volt, hogy 

a tuftsin-daunomicin konjugátumok szerkezete nagy hatással van az ESI-MS spektrumokra. A 

bázikus karakterű funkcióscsoportok csökkentése (pl. az N-terminális formilezése), vagy a 

semleges töltésű GFLG spacer beépítése a hatóanyag és a peptidgerinc közé jelentősen 

csökkentette a fragmentációt, azonban a túlzott protonálódást csak megfelelő oldószerekkel és 

tömegspektrometriás beállításokkal sikerült visszaszorítani. A legjobb minőségű spektrumokat, 

ahol szinte kizárólag intakt protonált molekulákat detektáltam, alacsony kapilláris kimeneti 

feszültség (5 V) és NH4OAc puffer kombinációjával sikerült elérni. Ezek az eredmények hasznosak 

lehetnek az antraciklin tartalmú biokonjugátumok tömegspektrometriás elemzésében, a megfelelő 

és könnyen értékelhető spektrumok előállításában.204 
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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-PpIX conjugate showed efficient binding to human pituitary and human 

prostate tumor tissues that overexpress GnRH-I receptor. The high level of GnRH-R expression 

has already been demonstrated on Detroit-562 human pharyngeal cells,170 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 PpIX, and the most potent 

conjugates were the derivatives containing the butyrylated GnRH-II 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.203 

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 (10Lys and 

15Lys). Previous studies conjugated drug molecules to all three amino groups,89,93 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 15Lys 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 

10Lys (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 G5 spacer (35) were proved to be the 

most effective compounds. In the latter case, probably the G5 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 NH4OAc buffer. These results may later be useful in the mass 

spectrometric analysis of anthracycline-containing bioconjugates.204 
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10 Függelék 
 

 

F1. ábra GnRH-I[6D-Lys] (1) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

 

F2. ábra GnRH-I[4Lys(Bu), 6D-Lys] (2) analitikai kromatogramja és MS spektruma 



 

 

 

F3. ábra GnRH-II[4Lys(Bu), 6D-Lys] (3) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

 

F4. ábra GnRH-III[4Lys(Bu), 6Asp(OMe)] (4) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

 

F5. ábra GnRH-I[6D-Lys(PpIX)] (5) analitikai kromatogramja és MS spektruma 



 

 

 

F6. ábra GnRH-I[4Lys(Bu), 6D-Lys(PpIX)] (6) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

 

F7. ábra GnRH-II[4Lys(Bu), 6D-Lys(PpIX)] (7) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

 

F8. ábra GnRH-III[4Lys(Bu), 6Asp(OMe), 8Lys(PpIX)] (8) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

  



 

 

 

F9. ábra A GnRH analógok (1-4) UV-Vis spektrumai 200-800 nm között mérve 

 

 

F10. ábra A sejttenyésztő médium és a GnRH analógok (1-4) in vitro sejt viabilitás gátlása. A sejt 

viabilitási értékek a DMSO kontroll %-ában vannak kifejezve. 

 

 

F11. ábra Angiopep-2 (9) analitikai kromatogramja és MS spektruma 



 

 

 

F12. ábra H-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH (10) analitikai kromatogramja és MS 

spektruma. A – és ^ jelekkel jelölt csúcsok a daunomicin tömegspektrometriás körülmények között 

bekövetkező cukorvesztéséből származó fragmensekhez tartoznak. 

 

 

F13. ábra Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH (11) analitikai kromatogramja és MS spektruma. 

A – és ^ jelekkel jelölt csúcsok a daunomicin tömegspektrometriás körülmények között bekövetkező 

cukorvesztéséből származó fragmensekhez tartoznak. 



 

 

 

F14. ábra H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFKTEEY-OH (12) analitikai kromatogramja és MS 

spektruma 

 

 

F15. ábra Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH (13) analitikai kromatogramja és MS 

spektruma. A ^ jellel jelölt csúcsok a daunomicin tömegspektrometriás körülmények között bekövetkező 

cukorvesztéséből származó fragmenshez tartoznak. 



 

 

 

F16. ábra H-TFFYGGSRG(Dau=Aoa)KRNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH (14) analitikai kromatogramja és 

MS spektruma. A – jellel jelölt csúcsok a daunomicin tömegspektrometriás körülmények között 

bekövetkező cukorvesztéséből származó fragmenshez tartoznak. 

 

 

F17. ábra Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFKTEEY-OH (15) analitikai kromatogramja és MS 

spektruma. A ^ jellel jelölt csúcsok a daunomicin tömegspektrometriás körülmények között bekövetkező 

cukorvesztéséből származó fragmenshez tartoznak. 



 

 

 

F18. ábra Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH (16) analitikai 

kromatogramja és MS spektruma. A ^ jellel jelölt csúcsok a daunomicin tömegspektrometriás 

körülmények között bekövetkező cukorvesztéséből származó fragmenshez tartoznak. 

 

 

F19. ábra 10 konjugátum lizoszóma degradáció során detektált totál ion kromatogramjai 

 



 

 

 

F20. ábra 11 konjugátum lizoszóma degradáció során detektált totál ion kromatogramjai 

 

 

F21. ábra 12 konjugátum lizoszóma degradáció során detektált totál ion kromatogramjai 

 



 

 

 

F22. ábra 13 konjugátum lizoszóma degradáció során detektált totál ion kromatogramjai 

 

 

F23. ábra 14 konjugátum lizoszóma degradáció során detektált totál ion kromatogramjai 

 



 

 

 

F24. ábra 15 konjugátum lizoszóma degradáció során detektált totál ion kromatogramjai 

 

 

F25. ábra 16 konjugátum lizoszóma degradáció során detektált totál ion kromatogramjai 



 

 

F1. táblázat 10 konjugátum degradációja során azonosított fragmensek 

 Fragmens Összegképlet MWszámolt MWmért Δ ppm 

1 H-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH C133H179N31O42 2882.2824 2882.2761 -2.19 

2 H-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)TE-OH C119H163N29O37 2590.1765 2590.1682 -3.20 

3        H-YGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH C111H154N28O38 2487.0979 2487.0928 -2.05 

4        H-YGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)TE-OH C97H138N26O33 2194.9920 2194.9866 -2.46 

5        H-YGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)-OH C88H124N24O28 1964.9017 1964.8953 -3.26 

6                       H-GKRNNFK(Dau=Aoa)-OH C66H92N16O21 1444.6623 1444.6582 -2.84 

7                                H-NNFK(Dau=Aoa)-OH C52H65N9O18 1103.4448 1103.4420 -2.54 

8                                         H-K(Dau=Aoa)T-OH C39H51N5O15 829.3382 829.3358 -2.89 

9                                         H-K(Dau=Aoa)-OH C35H44N4O13 728.2905 728.2878 -3.71 

10 H-TFF-OH C22H27N3O5 413.1951 413.1937 -3.39 

11 H-EY-OH C14H18N2O6 310.1165 310.1151 -4.51 

12 H-TF-OH C13H18N2O4 266.1267 266.1254 -4.88 

 

 

F2. táblázat 11 konjugátum degradációja során azonosított fragmensek 

 Fragmens Összegképlet MWszámolt MWmért Δ ppm 

1 Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFKTEEY-OH C133H179N31O42 2882.2824 2882.2767 -1.98 

2   Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFKTE-OH C119H163N29O37 2590.1765 2590.1716 -1.89 

3   Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFK-OH C110H149N27O32 2360.0862 2360.0796 -2.80 

4   Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNN-OH C95H128N24O30 2084.9228 2084.9196 -1.53 

5 H-FYGGSRGKRNNFKTEEY-OH C91H133N27O28 2051.9813 2051.9760 -2.58 

6   Dau=Aoa-TF-OH C42H48N4O15 848.3116 848.3095 -2.48 

7   Dau=Aoa-T-OH C33H39N3O14 701.2432 701.2408 -3.42 

8                      H-FYG-OH C20H23N3O5 385.1638 385.1624 -3.63 

9 H-EY-OH C14H18N2O6 310.1165 310.1152 -4.19 

 



 

 

F3. táblázat 12 konjugátum degradációja során azonosított fragmensek 

 Fragmens Összegképlet MWszámolt MWmért Δ ppm 

1 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFKTEEY-OH C133H179N31O42 2882.2824 2882.2764 -2.08 

2 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFKTE-OH C119H163N29O37 2590.1765 2590.1694 -2.74 

3        H-YGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFKTEEY-OH C111H154N28O38 2487.0979 2487.0903 -3.06 

4 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK-OH C110H149N27O32 2360.0862 2360.0793 -2.92 

5              H-GSRGK(Dau=Aoa)RNNFKTEEY-OH C100H142N26O35 2267.0131 2267.0070 -2.69 

6        H-YGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFKTE-OH C97H138N26O33 2194.9920 2194.9876 -2.00 

7        H-YGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK-OH C88H124N24O28 1964.9017 1964.8970 -2.39 

8              H-GSRGK(Dau=Aoa)RNNFK-OH C77H112N22O25 1744.8169 1744.8122 -2.69 

9                      H-GK(Dau=Aoa)RN-OH C47H65N11O17 1055.4560 1055.4530 -2.84 

10                      H-GK(Dau=Aoa)R-OH C43H59N9O15 941.4131 941.4102 -3.08 

11                      H-GK(Dau=Aoa)-OH C37H47N5O14 785.3120 785.3096 -3.06 

12                         H-K(Dau=Aoa)-OH C35H44N4O13 728.2905 728.2887 -2.47 

13 H-TFF-OH C22H27N3O5 413.1951 413.1937 -3.39 

14 H-EY-OH C14H18N2O6 310.1165 310.1152 -4.19 

15 H-TF-OH C13H18N2O4 266.1267 266.1255 -4.51 

 

  



 

 

F4. táblázat 13 konjugátum degradációja során azonosított fragmensek 

 Fragmens Összegképlet MWszámolt MWmért Δ ppm 

1 Dau=Aoa-TFFYGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH C162H209N33O53 3464.4673 3464.4582 -2.63 

2                       H-YGGSRGKRNNFK(Dau=Aoa)-OH C88H124N24O28 1964.9017 1964.8962 -2.80 

3                             H-GSRGKRNNFK(Dau=Aoa)-OH C77H112N22O25 1744.8169 1744.8106 -3.61 

4                                     H-GKRNNFK(Dau=Aoa)-OH C66H92N16O21 1444.6623 1444.6576 -3.25 

5                                              H-NNFK(Dau=Aoa)-OH C52H65N9O18 1103.4448 1103.4419 -2.63 

6 Dau=Aoa-TF-OH C42H48N4O15 848.3116 848.3092 -2.83 

7                                                        H-K(Dau=Aoa)T-OH C39H51N5O15 829.3382 829.3361 -2.53 

8                                                        H-K(Dau=Aoa)-OH C35H44N4O13 728.2905 728.2876 -3.98 

9 Dau=Aoa-T-OH C33H39N3O14 701.2432 701.2411 -2.99 

10                           H-FYG-OH C20H23N3O5 385.1638 385.1623 -3.89 

11 H-EY-OH C14H18N2O6 310.1165 310.1151 -4.51 

 

  



 

 

F5. táblázat 14 konjugátum degradációja során azonosított fragmensek 

 Fragmens Összegképlet MWszámolt MWmért Δ ppm 

1 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH C162H209N33O53 3464.4673 3464.4564 -3.15 

2         H-YGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH C140H184N30O49 3069.2828 3069.2739 -2.90 

3         H-YGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Aoa)TE-OH C126H168N28O44 2777.1769 2777.1666 -3.71 

4               H-GSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Aoa)-OH C106H142N24O36 2327.0019 2326.9952 -2.88 

5               H-GSRGK(Dau=Aoa)RNN-OH C62H91N19O23 1469.6535 1469.6480 -3.74 

6               H-GSRGK(Dau=Aoa)RN-OH C58H85N17O21 1355.6106 1355.6060 -3.39 

7               H-GSRGK(Dau=Aoa)R-OH C54H79N15O19 1241.5677 1241.5640 -2.98 

8                                                     H-NNFK(Dau=Aoa)-OH C52H65N9O18 1103.4447 1103.4414 -2.99 

9                       H-GK(Dau=Aoa)RN-OH C47H65N11O17 1055.4560 1055.4522 -3.60 

10                                                        H-NFK(Dau=Aoa)-OH C48H59N7O16 989.4018 989.3988 -3.03 

11                       H-GK(Dau=Aoa)R-OH C43H59N9O15 941.4131 941.4094 -3.93 

12                       H-GK(Dau=Aoa)-OH C37H47N5O14 785.3120 785.3088 -4.07 

13                                                             H-K(Dau=Aoa)-OH C35H44N4O13 728.2905 728.2880 -3.43 

14 H-TFF-OH C22H27N3O5 413.1951 413.1930 -5.08 

15 H-EY-OH C14H18N2O6 310.1165 310.1149 -5.16 

16 H-TF-OH C13H18N2O4 266.1267 266.1253 -5.26 

 

  



 

 

F6. táblázat 15 konjugátum degradációja során azonosított fragmensek 

 Fragmens Összegképlet MWszámolt MWmért Δ ppm 

1 Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFKTEEY-OH C162H209N33O53 3464.4673 3464.4546 -3.67 

2 Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFKTE-OH C148H193N31O48 3172.3614 3172.3488 -3.97 

3 Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK-OH C139H179N29O43 2942.2712 2942.2614 -3.33 

4                             H-GSRGK(Dau=Aoa)RNNFK-OH C77H112N22O25 1744.8169 1744.8093 -4.36 

5                             H-GSRGK(Dau=Aoa)RNN-OH C62H91N19O23 1469.6535 1469.6476 -4.01 

6                                     H-GK(Dau=Aoa)RNNFK-OH C66H92N16O21 1444.6623 1444.6576 -3.25 

7                             H-GSRGK(Dau=Aoa)RN-OH C58H85N17O21 1355.6106 1355.6052 -3.98 

8                             H-GSRGK(Dau=Aoa)R-OH C54H79N15O19 1241.5677 1241.5628 -3.95 

9                                     H-GK(Dau=Aoa)RN-OH C47H65N11O17 1055.4560 1055.4522 -3.60 

10                                     H-GK(Dau=Aoa)R-OH C43H59N9O15 941.4131 941.4101 -3.19 

11                                     H-GK(Dau=Aoa)-OH C37H47N5O14 785.3120 785.3090 -3.82 

12 Dau=Aoa-TF-OH C42H48N4O15 848.3116 848.3084 -3.77 

13                                        H-K(Dau=Aoa)-OH C35H44N4O13 728.2905 728.2880 -3.43 

14 Dau=Aoa-T-OH C33H39N3O14 701.2432 701.2402 -4.28 

15                           H-FYG-OH C20H23N3O5 385.1638 385.1619 -4.93 

16 H-EY-OH C14H18N2O6 310.1165 310.1148 -5.48 

 

  



 

 

F7. táblázat 16 konjugátum degradációja során azonosított fragmensek 

 Fragmens Összegképlet MWszámolt MWmért Δ ppm 

1 Dau=Aoa-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Aoa)TEEY-OH C191H239N35O64 4046.6523 4046.6460 -1.56 

2                             H-GSRGK(Dau=Aoa)RNNFK(Dau=Aoa)-OH C106H142N24O36 2327.0019 2326.9950 -2.97 

3                             H-GSRGK(Dau=Aoa)RNN-OH C62H91N19O23 1469.6535 1469.6478 -3.88 

4                             H-GSRGK(Dau=Aoa)RN-OH C58H85N17O21 1355.6106 1355.6058 -3.54 

5                             H-GSRGK(Dau=Aoa)R-OH C54H79N15O19 1241.5677 1241.5634 -3.46 

6                                                                   H-NNFK(Dau=Aoa)-OH C52H65N9O18 1103.4447 1103.4409 -3.44 

7                                                                      H-NFK(Dau=Aoa)-OH C48H59N7O16 989.4018 989.3984 -3.44 

8                                     H-GK(Dau=Aoa)R-OH C43H59N9O15 941.4131 941.4094 -3.93 

9 Dau=Aoa-TF-OH C42H48N4O15 848.3116 848.3082 -4.01 

10                                     H-GK(Dau=Aoa)-OH C37H47N5O14 785.3120 785.3090 -3.82 

11                                                                           H-K(Dau=Aoa)-OH C35H44N4O13 728.2905 728.2877 -3.84 

12 Dau=Aoa-T-OH C33H39N3O14 701.2432 701.2401 -4.42 

13                       H-FYG-OH C20H23N3O5 385.1638 385.1619 -4.93 

14 H-EY-OH C14H18N2O6 310.1165 310.1149 -5.16 

 

 



 

 

 

F26. ábra H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RNNFKTEEY-OH (17) analitikai kromatogramja és MS 

spektruma. A * jellel jelölt csúcsok a daunomicin tömegspektrometriás körülmények között bekövetkező 

cukorvesztéséből származó fragmenshez tartoznak. 

 

 

F27. ábra H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFKTEEY-OH (18) analitikai kromatogramja és MS 

spektruma. A * jellel jelölt csúcsok a daunomicin tömegspektrometriás körülmények között bekövetkező 

cukorvesztéséből származó fragmenshez tartoznak. 



 

 

 

F28. ábra H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-VAGG)RNNFKTEEY-OH (19) analitikai kromatogramja és 

MS spektruma. A * jellel jelölt csúcsok a daunomicin tömegspektrometriás körülmények között 

bekövetkező cukorvesztéséből származó fragmenshez tartoznak. 

 

 

F29. ábra 17 konjugátum lizoszóma degradáció során detektált totál ion kromatogramjai 

 



 

 

 

F30. ábra 18 konjugátum lizoszóma degradáció során detektált totál ion kromatogramjai 

 

 

F31. ábra 19 konjugátum lizoszóma degradáció során detektált totál ion kromatogramjai 

 



 

 

F8. táblázat 17 konjugátum degradációja során azonosított fragmensek 

 Fragmens Összegképlet MWszámolt MWmért Δ ppm 

1 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RNNFKTEEY-OH C152H205N35O46 3256.4778 3256.4668 -3.38 

2        H-YGGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RNNFKTEEY-OH C130H180N32O42 2861.2933 2861.2815 -4.12 

3        H-YGGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RNNFKTE-OH C116H164N30O37 2569.1874 2569.1775 -3.85 

4        H-YGGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RNNFK-OH C107H150N28O32 2339.0971 2339.0868 -4.40 

5              H-GSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RNNFK-OH C96H138N26O29 2119.0123 2119.0026 -4.58 

6        H-YGGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RNN-OH C92H129N25O30 2063.9337 2063.9258 -3.83 

7        H-YGGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RN-OH C88H123N23O28 1949.8908 1949.8828 -4.10 

8        H-YGGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)R-OH C84H117N21O26 1835.8479 1835.8404 -4.09 

9           H-GGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)RN-OH C79H114N22O26 1786.8275 1786.8196 -4.42 

10           H-GGSRGK(Dau=Aoa-GFLG)R-OH C75H108N20O24 1672.7845 1672.7776 -4.12 

11              H-GSRGK(Dau=Aoa-GFLG)R-OH C73H105N19O23 1615.7631 1615.7556 -4.64 

12                      H-GK(Dau=Aoa-GFLG)RN-OH C66H91N15O21 1429.6514 1429.6454 -4.20 

13                      H-GK(Dau=Aoa-GFLG)R-OH C62H85N13O19 1315.6085 1315.6038 -3.57 

14                      H-GK(Dau=Aoa-GFLG)-OH C56H73N9O18 1159.5074 1159.5041 -2.85 

15                         H-K(Dau=Aoa-GFLG)-OH C54H70N8O17 1102.4859 1102.4827 -2.90 

16                               Dau=Aoa-GF-OH C40H44N4O14 804.2854 804.2826 -3.48 

17                               Dau=Aoa-G-OH C31H35N3O13 657.2170 657.2145 -3.80 

18 H-TFF-OH C22H27N3O5 413.1951 413.1931  -4.84 

19 H-EY-OH C14H18N2O6 310.1165 310.1148 -5.48 

20 H-TF-OH C13H18N2O4 266.1267 266.1253 -5.26 

 

 

  



 

 

F9. táblázat 18 konjugátum degradációja során azonosított fragmensek 

 Fragmens Összegképlet MWszámolt MWmért Δ ppm 

1 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFKTEEY-OH C141H193N33O44 3052.3879 3052.3761 -3.87 

2 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFKTE-OH C127H177N31O39 2760.2820 2760.2706 -4.13 

3        H-YGGSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFKTEEY-OH C119H168N30O40 2657.2034 2657.1939 -3.58 

4              H-GSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFKTEEY-OH C108H156N28O37 2437.1186 2437.1088 -4.02 

5        H-YGGSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFK-OH C96H138N26O30 2135.0072 2134.9980 -4.31 

6              H-GSRGK(Dau=Aoa-VA)RNNFK-OH C85H126N24O27 1914.9224 1914.9144 -4.18 

7              H-GSRGK(Dau=Aoa-VA)RNN-OH C70H105N21O25 1639.7590 1639.7522 -4.15 

8                       H-GK(Dau=Aoa-VA)RNNFK-OH C74H106N18O23 1614.7678 1614.7622 -3.47 

9              H-GSRGK(Dau=Aoa-VA)RN-OH C66H99N19O23 1525.7161 1525.7100 -4.00 

10              H-GSRGK(Dau=Aoa-VA)R-OH C62H93N17O21 1411.6732 1411.6678 -3.83 

11                      H-GK(Dau=Aoa-VA)R-OH C51H73N11O17 1111.5186 1111.5147 -3.51 

12                         H-K(Dau=Aoa-VA)-OH C43H58N6O15 898.3960 898.3929 -3.45 

13                               Dau=Aoa-V-OH C34H41N3O13 699.2639 699.2615 -3.43 

14 H-TEEY-OH C23H32N4O11 540.2068 540.2051 -3.15 

15 H-TFF-OH C22H27N3O5 413.1951 413.1931 -4.84 

16      H-FYG-OH C20H23N3O5 385.1638 385.1624 -3.63 

17 H-EY-OH C14H18N2O6 310.1165 310.1149 -5.16 

18 H-TF-OH C13H18N2O4 266.1267 266.1253 -5.26 

 

 

  



 

 

F10. táblázat 19 konjugátum degradációja során azonosított fragmensek 

 Fragmens Összegképlet MWszámolt MWmért Δ ppm 

1 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-VAGG)RNNFKTEEY-OH C145H199N35O46 3166.4308 3166.4211 -3.06 

2 H-TFFYGGSRGK(Dau=Aoa-VAGG)RNNFKTE-OH C131H183N33O41 2874.3249 2874.3138 -3.86 

3        H-YGGSRGK(Dau=Aoa-VAGG)RNNFKTEEY-OH C123H174N32O42 2771.2463 2771.2365 -3.54 

4        H-YGGSRGK(Dau=Aoa-VAGG)RNNFKTE-OH C109H158N30O37 2479.1404 2479.1313 -3.67 

5              H-GSRGK(Dau=Aoa-VAGG)RNNFK-OH C89H132N26O29 2028.9654 2028.9580 -3.65 

6                       H-GK(Dau=Aoa-VAGG)RNNFK-OH C78H112N20O25 1728.8107 1728.8036 -4.11 

7              H-GSRGK(Dau=Aoa-VAGG)RN-OH C70H105N21O25 1639.7590 1639.7516 -4.51 

8              H-GSRGK(Dau=Aoa-VAGG)R-OH C66H99N19O23 1525.7161 1525.7096 -4.26 

9                      H-GK(Dau=Aoa-VAGG)R-OH C55H79N13O19 1225.5615 1225.5562 -4.32 

10                      H-GK(Dau=Aoa-VAGG)-OH C49H67N9O18 1069.4604 1069.4572 -2.99 

11                         H-K(Dau=Aoa-VAGG)-OH C47H64N8O17 1012.4389 1012.4358 -3.06 

12                               Dau=Aoa-VA-OH C37H46N4O14 770.3011 770.2986 -3.25 

13                               Dau=Aoa-V-OH C34H41N3O13 699.2639 699.2613 -3.72 

14 H-TFF-OH C22H27N3O5 413.1951 413.1931 -4.84 

15 H-EY-OH C14H18N2O6 310.1165 310.1150 -4.84 

16 H-TF-OH C13H18N2O4 266.1267 266.1252 -5.64 

 

 



 

 

 

F32. ábra Ac-GE11 (20) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

 

F33. ábra Dau=Aoa-GE11 (21) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

 

F34. ábra Dau=Aoa-GFLG-GE11 (22) analitikai kromatogramja és MS spektruma. A * jellel jelölt 

csúcsok a daunomicin tömegspektrometriás körülmények között bekövetkező cukorvesztéséből származó 

fragmenshez tartoznak. 

 



 

 

 

F35. ábra Dau=Aoa-YRRL-GE11 (23) analitikai kromatogramja és MS spektruma. A * jellel jelölt 

csúcsok a daunomicin tömegspektrometriás körülmények között bekövetkező cukorvesztéséből származó 

fragmenshez tartoznak. 

 

 

F36. ábra Ac-D4 (24) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

 

F37. ábra Dau=Aoa-D4 (25) analitikai kromatogramja és MS spektruma. A * jellel jelölt csúcsok a 

daunomicin tömegspektrometriás körülmények között bekövetkező cukorvesztéséből származó 

fragmenshez tartoznak. 



 

 

 

F38. ábra Dau=Aoa-GFLG-D4 (26) analitikai kromatogramja és MS spektruma. A * jellel jelölt csúcsok a 

daunomicin tömegspektrometriás körülmények között bekövetkező cukorvesztéséből származó 

fragmenshez tartoznak. 

 

 

F39. ábra Dau=Aoa-YRRL-D4 (27) analitikai kromatogramja és MS spektruma. A * jellel jelölt 

csúcsok a daunomicin tömegspektrometriás körülmények között bekövetkező cukorvesztéséből származó 

fragmenshez tartoznak. 

 

 

F40. ábra A daunomicin UV-Vis spektruma 530-700 nm között 100 μM koncentrációban mérve 



 

 

 

F41. ábra Dau=Aoa-GFLG-GE11-PEG (28) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

 

F42. ábra Dau=Aoa-GFLG-GE11-G5-PEG (29) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

 

F43. ábra Dau=Aoa-GFLG-GE11-HbPG (30) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 



 

 

 

F44. ábra Dau=Aoa-GFLG-GE11-G5-HbPG (31) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

 

F45. ábra Dau=Aoa-GFLG-D4-PEG (32) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

 

F46. ábra Dau=Aoa-GFLG-D4-G5-PEG (33) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 



 

 

 

F47. ábra Dau=Aoa-GFLG-D4-HbPG (34) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

 

F48. ábra Dau=Aoa-GFLG-D4-G5-HbPG (35) analitikai kromatogramja és MS spektruma 

 

 
F49. ábra A Dau=Aoa-GFLG-GE11-PEG konjugátum (28) DLS méreteloszlása 100 μM koncentrációban 

(balra), illetve a szórt intenzitás értékek a koncentráció függvényében (jobbra) 

 



 

 

 
F50. ábra A Dau=Aoa-GFLG-GE11-G5-PEG konjugátum (29) DLS méreteloszlása 100 μM 

koncentrációban (balra), illetve a szórt intenzitás értékek a koncentráció függvényében (jobbra) 

 

 
F51. ábra A Dau=Aoa-GFLG-GE11-HbPG konjugátum (30) DLS méreteloszlása 100 μM 

koncentrációban (balra), illetve a szórt intenzitás értékek a koncentráció függvényében (jobbra) 

 

 
F52. ábra A Dau=Aoa-GFLG-GE11-G5-HbPG konjugátum (31) DLS méreteloszlása 100 μM 

koncentrációban (balra), illetve a szórt intenzitás értékek a koncentráció függvényében (jobbra) 



 

 

 
F53. ábra A Dau=Aoa-GFLG-D4-PEG konjugátum (32) DLS méreteloszlása 100 μM koncentrációban 

(balra), illetve a szórt intenzitás értékek a koncentráció függvényében (jobbra) 

 

 
F54. ábra A Dau=Aoa-GFLG-D4-G5-PEG konjugátum (33) DLS méreteloszlása 100 μM 

koncentrációban (balra), illetve a szórt intenzitás értékek a koncentráció függvényében (jobbra) 

 

 
F55. ábra A Dau=Aoa-GFLG-D4-HbPG konjugátum (34) DLS méreteloszlása 100 μM koncentrációban 

(balra), illetve a szórt intenzitás értékek a koncentráció függvényében (jobbra) 



 

 

 

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

 

F57. ábra 36 ESI-MS spektruma (A) az általánosan alkalmazott körülmények (0,1% ecetsav / acetonitril:víz 

(1:1, V/V)) és (B) az optimalizált körülmények (NH4OAc (pH 6,7):acetonitril (1:1, V/V)) között 

 



 

 

 

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

 

F59. ábra 37 ESI-MS spektruma (A) az általánosan alkalmazott körülmények (0,1% ecetsav / acetonitril:víz 

(1:1, V/V)) és (B) az optimalizált körülmények (NH4OAc (pH 6,7):acetonitril (1:1, V/V)) között 

 



 

 

 

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

 

F61. ábra 38 ESI-MS spektruma (A) az általánosan alkalmazott körülmények (0,1% ecetsav / acetonitril:víz 

(1:1, V/V)) és (B) az optimalizált körülmények (NH4OAc (pH 6,7):acetonitril (1:1, V/V)) között 

 



 

 

 

F62. ábra H-[TK(Dau=Aoa)PR]2-OH (39) analitikai RP-HPLC kromatogramja 

 

F63. ábra 39 ESI-MS spektruma (A) az általánosan alkalmazott körülmények (0,1% ecetsav / acetonitril:víz 

(1:1, V/V)) és (B) az optimalizált körülmények (NH4OAc (pH 6,7):acetonitril (1:1, V/V)) között 

 



 

 

 

F64. ábra For-[TK(Dau=Aoa)PR]2-OH (40)  analitikai RP-HPLC kromatogramja 

 

F65. ábra 40 ESI-MS spektruma (A) az általánosan alkalmazott körülmények (0,1% ecetsav / acetonitril:víz 

(1:1, V/V)) és (B) az optimalizált körülmények (NH4OAc (pH 6,7):acetonitril (1:1, V/V)) között 

 



 

 

 

F66. ábra H-[TK(Dau=Aoa-GFLG)PR]2-OH (41)  analitikai RP-HPLC kromatogramja 

 

F67. ábra 41 ESI-MS spektruma (A) az általánosan alkalmazott körülmények (0,1% ecetsav / acetonitril:víz 

(1:1, V/V)) és (B) az optimalizált körülmények (NH4OAc (pH 6,7):acetonitril (1:1, V/V)) között 
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