HER2 receptort célzo peptid és analogjainak
szerkezet-hatas Osszefiiggése a célzott
tumorterapiaban

Szakdolgozat
Kémia Alapszak

Adorjan Afrodité Emese

Témavezetd: Dr. Mez6 Gabor tudomanyos tanacsado

MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport

E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Budapest
Természettudomanyi Kar
Kémiai Intézet
A védés helye: Szerves Kémiai Tanszék
2019



Tartalomjegyzék

KOSZONENYIIVANTILAS ...ttt se et reenreennee s 3
L BOVEZELES. ...utiieti ettt ettt b bRt bt b e b e e SRt e R e e R b e R bt e R bt e bt e be e bt e eae e nneenne e 4
2. TrOdalmi AEEKINTES ... .eiiveiiiiiiii ettt ettt b ettt b e bt e sbe e sbeesbeessbe e s beabeenbeenteeas 5
P R B T ¥ Y6 1c) 1o ) £ W TR 5
2.1.1 Sebészeti DEAVALKOZAS .....ccuiiiuiiiiiiiiiiie ettt 5
2.1.2 SUGATTETAPIA. ...eveeeiiteetie ittt sttt b bbbt et b bt e bt eb e s s bbb e bt s bt e e e bt neenreenes 5
P20 R U4V 010 111y 1 o) £ PP 6
N O =) 10 £ ¢ 10 I PP PSR PT PSR 6
2.1.5 Tranyitott tUMOTEEIAPIA. . ..eiueeririieieeiteriie et sttt sttt sttt se et bbbt e e b e nneees 7
2.1.6 Kombinalt irAnyitott tUMOTTETAPIA. ......veivvrreeererrieiee s e 9
2.2 Human epidermalis ndvekedési faktor receptor 2-es tipusa (HER2) .......cccoovvveiiiviiiiiicine, 9
2.2.1 Fag konyvtarbol kivalasztott peptid HER2 receptor c€lzasara............ccovvvviiiiiienneninnns 10
2.2.2 A szamitogépes kémia szerepe az iranyitdo molekulak feltérképezésében ..................... 12
3. ALKAIMAZOIE MOUSZET ...vvevveivieieieeieesiee sttt sttt te et stee st e st s e be e beesbe e st e e sseeasbeebeenbeesbeenseenseennnas 14
B R o< 014 e K41 017/ ST R R 14
B 1L A GYANTA .ottt r e e re e nre s 16
3.1.2 A szilardfazisu peptidSzintézis StrAtEZIAL .........eervirririeriiriieie e 17
3.1.3 A kapcsolasi 1€aKCIOK KOVEIESE. ... ..uvuviiiiieiiiieecienee e 19
A, CEIKIUZESEK ...ttt bbb bt bbbttt b bt bbbttt 21
5. BI@AMENYEK. ... ittt b e 23
5.1 A fag konyvtarbol kivalasztott KCCYSL peptid és analogjainak szintézise............oovvverrennnne 24
5.1.1 A CF-Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH,, a CF-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NH,, és a CF-
Lys-Cys(Acm)-Cys(Acm)-Tyr-Ser-Leu-NHy SZintézise ........cocvvverereeieieiiene e 24
5.1.2 A CF-Lys-Cys-Gly-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH; és a CF-Lys-Cys-Gly-Gly-Cys-Tyr-Ser-Leu-
NH2 SZINTEZISE ...ttt ettt st h ettt s a ettt e et e e sb et ebe e e st e e nbe e sbeesbeesaeennbennnas 25
5.1.3 A CF-Lys-Ser-Ser-Tyr-Ser-Leu-NH;, a CF-Lys-Cys-Ser-Tyr-Ser-Leu-NH; és a CF-Lys-
Ser-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH SZINtEZISE ........ccveriieeieieeies e 25
5.2 A molekula dinamika szimulaciokkal feltérképezett GY YNPT/GWWNPT peptidrészletek,
illetve KCCYSL analdggal valo kombindciok SZINEZISE .........ceeverereeiiiriiiiiineenie s 26
5.2.1 A CF-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH; peptid SZintézise ..........ccorrrvervrivnieneneresierieennes 26
5.2.2 A CF-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Trp-Trp-Asn-Pro-Thr-NH; és a CF-Lys-Ala-Ala-
Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NHz SZINtéZiSe ..........ccovveveiiiiieiesicie e 27
5.3 A referencia peptidek és azok analdgjainak in vitro biologiai vizsgalata............ccocceerereniennne 28
5.3.1 A KCCYSL és variansainak sejtfelvételi vizsgalata .........ccccoovvviiiiniiiininic i 28

5.3.2 A GYYNPT ¢és a KAAYSL analdggal valoé kombinaciok in vitro bioldgiai vizsgalata. 29
5.3.3 A KCCYSL analogok és a kombinalt GY YNPT/GWWNPT peptidek in vitro

sejtfelvételi vizsgalata konfokalis mikroszkoppal.........cccoovveiiiiiiiiiicee e 30

L (G 4 (< T Ty AT P PP PP P PROTPR 34
6.1 TiSZHAS €S ANALIZIS ...eiveiviiriciie e 35
6.2 Peptidek szintézise €5 aNalIZISE ..........cvervirriiieiiiiee e 36



6.2.1 A CF-Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NHz, a CF-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NH,, a CF-Lys-
Cys-Gly-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH;, a CF-Lys-Cys-Gly-Gly-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH,, valamint a

CF-Lys-Cys(Acm)-Cys(Acm)-Tyr-Ser-Leu-NHa SZINteZiSe .....c.vvvviieeiieeiieeiieiieieesieesieeninens 36
6.2.2 A CF-Lys-Ser-Ser-Tyr-Ser-Leu-NH;, a CF-Lys-Ser-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH, és a CF-
Lys-Cys-Ser-Tyr-Ser-Leu-NH; eldallitasa €s analiziSe..........ccoovvvervneeiirieiineneeenese e 37
6.2.3 A CF-GYYNPT-NH,, a CF-KAAYSLGWWNPT-NH,, valamint a CF-
KAAYSLGYYNPT-NH; szintézise €5 analiZiSe...........cceruiriuieiieiieniiniisie e siee e 39
6.3 1N Vitro bioldgiai VIZSZALAtOK ........coviiiiiiitiiiesie st ste ettt e e sre et ste e sbe e sresreenaesre s 41
6.3.1 Invitro sejtbejutasi vizsgalatok aramlasi citometridval ............ccoevviiviiniiniincncncee 41
6.3.2 In vitro sejtbejutas vizsgalata konfokalis mikroszkoppal.........cccccoevvviviveniiieincieniesiens 42
(@RS (oY= ) TR 44
7. ROVIAIEESJEZYZEK ...t ne e 46
8. Ir0dAlOMIEEYZEK ... .. eitiieiiii ittt r e 48

9. Fiiggelék



Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom Dr. Perczel Andrdas tanszékvezetd egyetemi tanarnak, hogy munkamat az
ELTE Szerves Kémiai tanszékén, valamint Dr. Mezé Gabor tudomanyos tanacsadonak, hogy

az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportban lehetdvé tették.

Hélasan kOszondm témavezetdémnek, Dr. Mezé Gabor tudomanyos tanacsadonak, hogy
segitségével, iranyitasaval, tengernyi tiirelmével tamogatta munkamat ¢és dolgozatom

1étrejottét.

Kiilon koszonettel tartozom dr. Enyedi Kata Nora tudomanyos munkatarsnak és Pethd Lilla
tudomanyos segédmunkatarsnak a tomegspektrometriai mérések elvégzéséért, illetve végtelen

tirelmiikért, észrevételeikért, jo tanacsaikért.

Tovabba koszonettel tartozom dr. Biri-Kovdcs Bedtanak, Dr. Szabo Ildikonak, Dr. Bdsze

Szilvianak és Szeder Bdlintnak a biologiai vizsgalatok elvégzéséért.

Végezetiil pedig szeretnék kiilon koszonetet mondani csalddomnak és barataimnak, az 6

tamogatasuk nélkiil ez a dolgozat nem johetett volna 1étre.



1. Bevezetés

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization) statisztikai adatai alapjan
kijelenthetd, hogy a rakos megbetegedések globalis szinten kiemelt helyen szerepelnek a
haldlozasi okok kozott. 2012-es adatok alapjan hozzavetdlegesen 14 millio 1) esetet
regisztraltak, és tobb mint 8,2 milli6 ember halt meg rosszindulatii rdkos megbetegedés
kovetkeztében. Az 0j regisztralt esetek szama a kovetkezd két évtizedben akar az évi 22 millidt
is elérheti. Globalis szinten az 6todik legtobb elhaldlozasért a mellradkos megbetegedések
tehetok feleldssé (521.000 halaleset) [1]. Az Eurépai Unidban az ischaemias szivbetegségek,
illetve a kiilonb6zd keringési megbetegedések utan a masodik legnagyobb halalozasi ok kozott
a kiilonféle daganatos megbetegedések allnak. 2012-es adatok szerint a rosszindulat rakos
megbetegedések mindegyik unids tagallamban a jelentds halalozasi okok kozott szerepelnek:
mintegy 267 halalozas fligg 0ssze daganatos megbetegedéssel 100.000 lakosra nézve. Ezen
beliil leggyakoribb formai kéz¢ sorolhaté a mell rosszindulatd, invaziv daganata [2].

Az unios tagallamok kozott Magyarorszag kiemelt helyen szerepel a kiilonb6z6 raktipusok
okozta halalozasok szamaban, ugyanis szazezer lakosbol évente tobb mint 300-an hunynak el
rakban [3]. Ezen beliil hazankban évente majdnem 6000 1) emldrakos esetet regisztralnak,
aminek egyharmada haldlos kimeneteli annak ellenére, hogy kezelésének idében torténd
megkezdése esetén nagy hatékonysaggal gyogyithato lenne. A nék korében ez a fajta raktipus
a leggyakrabban el6forduld, ami napjainkban mar nem csak az 50-60 év kozotti korosztalyt

érinti fokozottan, hanem egyre fiatalabb ndk korében is diagnosztizaljak [4].

Mivel a kiilonféle daganatos megbetegedések barmely szovettipusbol kialakulhatnak, ezért
nincs egy altalanosan alkalmazhaté gyogymod. fgy a mai napig fontos kutatasi célpont a
daganatos megbetegedések biologiai hatterének pontos megértése, illetve hatékony terapias

eljarasok kifejlesztése.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Daganatterapia

A daganatos megbetegedésekre nincs altalanosan alkalmazhaté gyogymad sokféleségiik miatt.
A megfeleld terdpia alkalmazasa fiigg a daganat elOrehaladottsagi szintjétdl €s annak
elhelyezkedésétol. A daganatos megbetegedések kezelésére szamos lehetdség nyilik: sebészeti
beavatkozas, sugar-, kemo-, immuno- vagy iranyitott terapia, illetve ezek megfeleld egyiittes
kombindcioja.

Ahhoz, hogy a megfeleld terapiat kivalasszak, fel kell mérni a tumor fajtajat, illetve hogy a
megbetegedés melyik stddiumban van (a tumor mérete, attétek esetleges jelenléte) [5]. Az
elsddleges cél minden esetben a rak teljes eltdvolitasa ugy, hogy a szervezet tobbi részét ne
vagy csak minimalisan karositsa. A dolgozatomban a tovabbiakban az altalam is vizsgalt

emlérakra fokuszalok.

2.1.1 Sebészeti beavatkozas

A daganatterapiaban a sebészeti beavatkozas a leggyakrabban alkalmazott moddszer.
Napjainkban példaul emldérak esetében még mindig ez a legjobb kezelési mod. A rak
kiterjedésétdl fliggden tobbféle beavatkozéds is alkalmazhato. Legradikalisabb modszer a
masztektomia, amely sordn nemcsak az emlét, hanem magat a mellizomzatot és a kornyezd
nyirokcsomokat, zsirszoveteket is eltavolitjak. Kevésbé radikalis és napjainkban nagyon
elterjedt sebészi kezelés a kvadrantektomia, amikor csak egy részét tavolitjak el az emldnek.
Emellett alkalmazzak még a lumpektomiat is, amikor csak magét a rdkos csomot és az azt
koriilvevd szoveteket miitik ki. A miitéti beavatkozast a legtobb esetben sugar- vagy
kemoterapia elézi meg, vagy koveti attol fliggden, hogy a tumor méretét szeretnék csokkenteni

a mitét el6tt, vagy hogy megakadalyozzak a késobbi kiajulast [4].

2.1.2 Sugarterapia

A sebészeti beavatkozast kovetden a sugarterapia a masodik leggyakrabban alkalmazott

terdpias eljaras a daganatos megbetegedések kezelésére. Az eljards sordn nagy energiaju,



ionizalé sugarzast hasznalnak, amelyek a DNS-t karositjak, ezzel meggatolva a sejtosztodast.
A kezelés soran napjainkban ®°Co, 19pd, %1, sugarforrasokat alkalmaznak [6]. A terapia
hatranya, hogy nem szelektiv, mivel a tumorsejtek mellett az ép, egészséges sejtek DNS-ét is
karositja.

Az emlérakos betegek esetében kiegészitd terapiaként hasznaljak, elsddlegesen a betegség
kigjulasanak megeldzéseképpen. A sugarkezelést minden olyan esetben alkalmazzak, amikor a
betegen lumpektomiat hajtanak végre. Ekkor a sugarkezelést kemoterdpia utdn, vagy a

kemoterapias kezelések kozé ékelik be [4].

2.1.3 Immunterapia

Az immunterapia az immunreakcioban résztvevo fehérvérsejteket aktivalva serkenti a szervezet
sajat védekez0 rendszerét a rdkos megbetegedés elleni kiizdelemben. Kisebb tumorok esetében
alkalmazhat6, mas terapiak kombinaciojaval.

A pacienst a daganatbol készitett vakcinaval oltjak be, ezzel aktivalva az immunrendszert, hogy
az a daganatsejteket felismerje. A tumorsejtek miikodési mechanizmusainak felderitésének
koszonhetden napjainkban mdar olyan szerek fejleszthetok, amelyek a természetes
immunreakcidt befolydsoljak, igy a sejtek ndvekedését kontrollalni képesek. Ezt a kezelési
modszert nevezik passziv immunterapidnak. Napjaink egyik legjobb és legigéretesebb
immunterapias kezelése a monoklonalis antitest terapia, amelynek 1ényege, hogy az antitestek
a tumorsejt felszinén taldlhatd receptorokhoz kotddnek. Ezéltal olyan immunfolyamatok
indulnak el, amelyek végiil a sejt pusztulasidt okozzdk. Tovabba gatoljak a természetes
ligandumok kotédését receptoraikhoz, amelyek a tumorndvekedést fokozndk. Ilyen igéretes
monoklondlis antitest példaul a trastuzumab (Herceptin), mely a mai napig az egyik legjobb
immunterapias szer mellrak ellen [7]. Ezek a célzott monoklonalis terapidk egyben atvezetnek

az iranyitott tumorterapiak teriiletére is (1asd késobb).

2.1.4 Kemoterapia

Ezt a kezelési modot foleg limfoma és leukémia gydgyitdsara, valamint metasztazisok
kialakulasdnak gatlasara hasznaljdk. Emellett az emldrak sebészeti eltavolitasa utdn javasolt
ezen terapia alkalmazdsa, ha a daganat mérete til nagy volt, vagy atterjedt a kornyezd

nyirokcsomodkra is. A kezelés 1ényege, hogy a beteget olyan citosztatikumokkal kezelik,



amelyek a rakos sejteket elpusztitjak, vagy azok osztddasat gatoljak. A tumorokban a normal
szovetekhez képest jelentdsen nagyobb az o0sztddd sejtek szama, igy a kemoterdpias szerek
elsédleges célpontjai az 0sztodo, illetve osztodas felé tartd (proliferalod) sejtek. Az alkalmazott
szerek a DNS replikaciot vagy a létrejott kromoszomak szétvalasat képesek meggatolni.
Azonban az emberi szervezetben jelen vannak olyan szovetek (szaj- és bélnyalkahartya,
szOrtlisz6, csontveld), amelyek a normalis élettani korilmények kozott is gyorsan és
folyamatosan osztddnak, igy ezen szdveteket is érinti a citosztatikumok hatasa, ezzel szdmos,
kellemetlen mellékhatast kivaltva [8]. Ilyen, szemmel lathaté mellékhatas példaul a hajhullas,
de gyakran tarsul emell¢ hanyinger, faradékonysag. Mivel a terépia a csontvel6t is karositja,
ezaltal csokken a fehérvérsejt-szdm, gyengiil az immunrendszer védekezd képessége, igy a
beteg fogékonyabb lesz a kiillonb6zo fertézésekre. Mindezek mellett szerzett vagy 6roklott
(multi)drog-rezisztencia is felléphet, amikor a rakos sejtek rezisztenssé valnak a veliik szemben
alkalmazott szerekre, igy korlatozva a kezelés hatékonysagat.
A citosztatikumok hatdsmechanizmusuk alapjan tobb csoportba sorolhatédak:
e alkilezdszerek: gatoljdk a DNS replikacigjat azzal, hogy a DNS lancok kozott
keresztkotéseket alakitanak ki (pl. melfalan, ciszplatin)
e antimitotikumok: gatoljak a mitotikus orso6 kialakuldsat (pl. vinkrisztin, vinblasztin)
e antibiotikumok: interkalaciés komplexet hoznak létre a DNS-sel (pl. doxorubicin,
daunomicin)
e antimetabolitok: a DNS szintézis€hez sziikséges enzimek miikodését, vagy az
anyagcsere-folyamatokat gatoljak (pl. metotrexat)
Igaz, hogy az alkalmazott gy6gyszerek mennyiségi novelése fokozza a hatékonysagot, de mivel
a vérarambol hamar kitiriilnek, nagy doézisban kell 6ket alkalmazni, igy ezzel fokozddnak a
sulyos, toxikus mellékhatasok. Eltéré hatdismechanizmusuk miatt a kiilonb6zo citosztatikumok
kombinalt alkalmazasa novelheti a hatékonysagot [9]. Ezt mas néven kombinalt terdpianak

nevezzik.

2.1.5 Iranyitott tumorterapia

Mivel a kemoterédpia soran hasznalt citosztatikumok nem szelektivek, karositjak az egészséges
sejteket is, igy szamos sulyos mellékhatast valtanak ki. Emellett gyorsan iriilnek ki a
vérarambol, és rezisztencia Iéphet fel elleniik a tumorsejtekben. Ennek fényében megoldast

jelenthet olyan gyogyszerek kifejlesztése, amelyek szelektiven csak a tumorsejtekre hatnak, az



egészséges sejteket nem karositva. A "90-es években keriilt el6térbe az iranyitott vagy mas
néven célzott tumorterapia, amelynek 1ényege, hogy a citosztatikumokat szelektiven juttatjak a
rakos sejtekbe, igy csokkentve a kemoterapia sulyos mellékhatasait, ezzel javitva a betegek
¢letmindségét.

A specifikus gyogyszerek kifejlesztéséhez sziikséges ismerni a daganatos €és az egészséges
sejtek kozotti funkciondlis és szerkezeti kiilonbségeket. Szamos kutatds sordn azonositottak
olyan receptorokat, amelyek nagyobb mennyiségben termelédnek a tumorsejtekben,
tulexpresszalodnak a sejtfelszinen az egészséges sejtekhez képest. Ha a hatdanyagot olyan
molekuldkhoz kapcsoljak, amelyek képesek ezeket a specifikus receptorokat felismerni, akkor
nagy esély van arra, hogy a hatdanyagot szelektiven juttassdk be a tumorsejtbe, és ott
felszabadulva az csak ezekben fejtse ki hatasat [8].

Ilyen, iranyitott tumorterdpiara alkalmasak a hatéanyag szallité rendszerek (drug delivery
system), amelyek egy hordozobodl, egy iranyitd egységbdl és a hatoanyagbol épiilnek fel.
Hordozoként oligo- és polipeptideket, tovabba polietilénglikolt alkalmazhatunk, mig iranyitod
molekulaként cukrokat, lektineket, antitesteket vagy receptor-ligandumokat, példaul peptideket
hasznalhatunk. Nagyon sok esetben az iranyitd és hordozo szerepét ugyanaz a molekula tolti be
[10].

A konjugatum a tumorsejt membranjan talalhaté receptorhoz kotddik, majd annak segitségével
receptor-medialt endocitdzissal jut be a sejtbe, lebomlik, és igy a felszabadul6 hatéanyag vagy

annak aktiv metabolitja fogja kifejteni hatasat (1.dbra) [11].

receptor-medialt

hatéanyag irényito endocitozis
molekula /_
linker/ space.r\.

® ®=""| hatis helye
szabad | ® IO’ ‘.

hatéanyag ’I - N %/ vezikula

lizoszoéma ( ._.

/ endoszoma

1. dbra. A célzott tumorterapia hatdsmechanizmusa a rakos sejtben [11]



2.1.6 Kombinalt iranyitott tumorterapia

A receptorok szama a tumorsejteken korlatozott, fiiggetlentil attol, hogy tilexpresszalédnak-e,
igy a konjugatum mennyiségének novelése egy bizonyos hataron til a kezelést nem teszi
hatékonyabbd. A kombinalt kezelés az iranyitott tumorterdpidban is megvalosithato, ha tobb
hatoanyagot kombinalunk egy konjugdtumban, vagy egyszerre tobb konjugatumot
alkalmazunk. Ha egy iranyitdé molekulahoz t6bb hatdéanyagot kapcsolunk, iigyelniink kell arra,
hogy a hatéanyag szamdnak novelése miatt az irdnyitd molekula ne veszitse el
receptorfelismerd képességét, ne rontsa a receptorhoz valo kotddés erdsségét [12]. A kiilonbozod
konjugatumok egyiittes alkalmazasanal figyelni kell arra, hogy eltérd receptorokat felismerd,
kiilonboz6 irdnyitd molekuldkat alkalmazzunk. Ezekhez azonos és kiilonb6zd hatéanyag is
kapcsolhato. igy a sejtbe juttatott citosztatikumok a tumorellenes hatast additiv vagy szinergista
modon fokozzak.

A kutatdsok soran egyre tobb olyan, tumorsejtek altal tulexpresszalt receptort (GnRH-R,
EGF-R, VEGF-R, HER2/ErbB2) fedeznek fel, amelyek az iranyitott tumorterapiaban kivalo
célpontok a szelektiv célbajuttatashoz. Ekkor figyelembe kell venni, hogy a célzott receptorok
mindegyike megtaldlhatd legyen az adott sejten, hogy az alkalmazott kombinalt modszer

sikeres legyen [13].

2.2 Human epidermalis novekedési faktor receptor 2-es tipusa (HER2)

A HER2, vagy masik nevén ErbB2 receptor a human tirozin kinaz epidermalis novekedési
faktor receptorcsalad (HER) tagja. A receptorcsaladot négy transzmembran receptor alkotja,
ennek egyike maga a HER2 [14]. A HER csalddban az egyes tagok interakcioba I1épnek
egymassal egy komplex szignalizacids halozatot 1étrehozva, amelynek kulcsfontossagu szerepe
van a sejtek novekedési és differencialodasi folyamatainak szabalyozasaban. A HER2 szamos
sejt- és szovettipuson kifejezédik. Normal koriilmények kozott a HER2 fehérje sejtfelszini
mennyiségét a sejtmagban talalhaté két DNS szakasz (gén) hatarozza meg. Ha a sejtmagon
beliil az egyik gén meghibasodik, és a proto-onkogén aktivalodik, sokszorozddni fog az adott,
HER2 fehérjét szabalyozd szakasz. A HER2 gén amplifikdcioja vezet végiil a fehérje
sejtmembranon valo talexpresszalddasahoz, felboritva a normaél sejtosztodast, ami végiil

agressziv daganatsejtek képzodését eredményezi [15].



A HER receptorcsalad négy tagja a HER 1, ami epidermalis névekedési faktor receptorként is
ismert (EGF-R), a HER2, a HER3 és a HER4 [16]. A HER receptorok harom részbdl tevodnek
Ossze: egy ciszteingazdag extracelluléris ligandum-kotd részbdl, egy transzmembran részbdl,
tovabba egy intracellularis tirozin kinaz doménb6l. A HER2-nek kulcsfontossagu szerepe van
az emberi fejlodésben, ugyanis felels az idegrendszer, az izmok, a sziv, a tiidé szoveteinek
kialakuldsaért és novekedéséért. A HER2 receptor a plazmamembranban altaldban monomer
formaban van jelen. Aktivalasa fligg a jelenlévé ligandumoktol, illetve a tobbi HER receptor
jelenlététdl. A kiilonbozd ndvekedési faktor receptorokkal képes interakcioba 1épni, igy attol
fliggben, hogy oOnmagaval (HER2-HER2) vagy mas receptorral (pl. HERI1-HER2) 1¢ép
kolcsonhatasba, homodimer vagy heterodimer forma alakul ki. A dimeriz4dcié hatisara a
receptorok transz-autofoszforilacion esnek at, és ezzel kiilonboz6 szignalizacios folyamatokat
aktivalnak, mint példaul a MAP kindaz (MAPK), PI3K/ protein kindz B ¢és a protein kindz C
jelatviteli utvonalakat. Ezeknek végeredménye a talzott, szabalytalan sejtosztodas, aminek

kovetkeztében daganat alakul ki (2. dbra) [15,17].

aktivalas, hetero-dimerizacio,
tra nsz-autofoszforiléc

ilDegadacis)

Cheank
@ arT I} | |
&} Sejtosztodas, tulélés, differencialodas ‘/

2. abra. A HER2 (ErbB2) receptor bioldgiai hatdsmechanizmusa

2.2.1 Fag konyvtarbdl kivalasztott peptid HER2 receptor célzasara

Az elmult években a fag konyvtirak egyre nagyobb szerephez jutottak. Ezekben a
konyvtarakban olyan specifikus peptideket és fehérjéket allitanak el6, amelyek sejt vagy

10



szovetspecifikusak. Tetszoleges e

szekKvencia
peptid konyvtarakat képesek 5 R l 1 l 2350rozat utan
eléallitani  és  tesztelni,  hogy / 1 Ismet,es

. 2-3x
kotédnek-e valamilyen receptorhoz / m
vagy antigénhez (3. dbra). Az in vitro
Ly, 3L Ll Yyy tumorsejtek

kisérletek utan megallapithaté azon ' '

lifikala
peptidek  szekvenciaja,  melyek mosas A = kotédés agzélzbaa:sj
specifikusan a kivalasztott
receptorokhoz kotddnek [18]. llyen | nem kotodor e l x

bakteriofagok Kotedott

fagbemutatassal azonositottak a p6.1 ba““;’f{"g""
KCCYSL peptidet (4. dbra) s,

amelyrél kideriilt, hogy specifikusan 3. abra. A fagbemutatas mint szelekcios eljaras

kotédik a HER2 extracellularis doménjéhez [19]. A kotddési vizsgalatok alapjan kijelenthetd,
hogy a p6.1 peptid potencialis irdnyitd molekula lehet célzott kemo- és sugarterapias
kezelésekben [20-22]. Emellett Ala-scan modszerrel vizsgaltak, hogy mely aminosavak
jelenléte nélkiilozhetetlen a szekvencidban a receptorhoz vald kotédés szempontjabol. A
vizsgalatbol kideriilt, hogy a ciszteinek kiilon-kiilon, illetve egyiittes kicserélése nem okoz
jelentdsebb valtozast a receptorhoz vald kotddésben, a Tyr, Ser aminosavak cseréjekor
jelentésen csokken a kotddés, mig a leucin kicserélésekor teljesen elveszik a kotddési képesség
[20]. Egy tavalyi kutatas folyaman Larimer és munkatarsai ugyanezen peptid N- és C-
terminalisat hosszabbitottak meg 06t-, illetve négy tetszéleges aminosavval, hogy noveljék a
hatékonysagot (1-D03: MEGPSKCCYSLALSH, 3-G03: GTKSKCCYSLRRSS). Az in vitro
kotédés vizsgalatbol kidertiilt, hogy az N- és C-terminalison vald hosszabbitas valdban jobb
receptorkotddést eredményezett az eredeti peptidhez képest. A meghosszabbitott peptideket
tobb HER2+ sejtvonalon is tesztelték, koztiik mell-, hasnyalmirigy- és prosztata tumorsejteken,
ahol kideriilt, hogy az 1-D03 csak az emlérakos sejtvonalon mutatott k6tédést (MDA-MB-435),
mig a 3-G03 az Osszes tesztelt karcinomasejthez kotddott, bar az affinitds az MDA-MB-435

sejtvonalhoz képest alacsonyabb volt minden mas esetben [23,24].
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4. dbra. A KCCYSL peptid szerkezete [19]

2.2.2 A szamitogépes kémia szerepe az iranyitéo molekulak feltérképezésében

Az 1990-es évek elején a fag konyvtarak mellett a kombinatorikus kémia moédszerével
eléallitott ,,one bead, one compound” (OBOC; nyers, sz6 szerinti forditasban ,,egy szem, egy
Osszetétel”) peptid konyvtarak is egyre nagyobb szerepet kaptak. A modszer Iényege, hogy tobb
millié ,,gyantaszembdl” alkotjak meg a konyvtarat, ahol minden ,,szem” egy peptidet jelent, igy
a teljes peptidvaracié jelenléte lehetséges a gylijteményben. Vilagos, hogy a ,,one bead, one
compound” konyvtar eldallitdsdhoz nem elég a peptidszintézis soran az aktivalt aminosavak
tetszOleges keverékét alkalmazni, mivel a kiillonb6z6 aminosavak eltér6 aranyban lesznek jelen,
¢s mert minden ,,szem” a kiilonb6z6 aminosavak keverékét fogja tartalmazni. Tehat a szintézis
folyaman minden kapcsoléds eldtt a gyantat annyi részre osztjak szét, amennyi tetszéleges
aminosavat akarnak az adott pozicioba beépiteni. A tetszéleges aminosav felkapcsolasa utan a
mintakat 6sszekeverik a mosasi, hasitasi 1épésekhez, majd wjra osztjik a kapcsolas elétt. Igy
minden gyantaszem csak egyféle peptidet fog tartalmazni (osztasos-keveréses modszer
tovabbfejlesztése) [26]. Végiil ezeket célmolekuldkhoz keverik, pl. enzimekhez, fehérjékhez,
baktériumokhoz, virusokhoz, és azon peptidek szerkezetét, amelyek interakcioba lépnek,
szekvenalassal hatarozzék meg [27]. Ez alapjan tudjak példaul receptorhoz valod kotédéstiket
vizsgalni a kés6bbiekben ezeknek a peptideknek. Az ilyen OBOC peptid konyvtarak
szkennelését 6tvozik napjainkban kiillonbozé szamitogépes kémiai modszerekkel. llyen
modszer példaul a molekula dinamikai modellezés (MD), és a kotodési szabadenergia
szamitdsok. Egy tanulmanyban ilyen modszerek alkalmazasaval fedeztek fel 72 peptidet,
amelyek specifikusan a HER2 receptorhoz kotédhetnek. Mivel jelenleg még nem ismert a
HER?2 receptornak sem a homo-, sem a heterodimer formajanak kristalyos szerkezete, igy a
szimulaciokhoz kezdeti szerkezetként a HER1 homodimer formajanak extracellularis doménjét

alkalmaztadk. Megtartva a HER1 monomerjének teljes szerkezetét szimulaciokat végeztek, majd
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maga a HERI és a HERI1 ligandum komplexeit Osszeolvasztottak a teljes HER2 receptor
szerkezetével, igy megkapva a HER2 heterodimer modellt. A felfedezett 72 0j peptidet 3
kategoriaba lehetett csoportositani a szekvencidjukban megtaldlhatd egyforma motivumok
alapjan: PYL***NP, YYL***NP, és PPL***NP. A szadmitasok alapjan a 72 peptid koziil 2
olyat talaltak, amelyeknek a legerésebb volt a HER2-hoz torténé kotddési affinitasa, ez a P51
(CDTFPYLGWWNPNEYRY) ¢és a P25 (CKTIYYLGYYNPNEYRY) volt. Az elméleti
kémiai szamitasok mellett a két peptiddel biologiai vizsgalatokat is végeztek, amelyek
korrelaltak a szamitasi eredményekkel [28]. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy alkalmasak

lehetnek iranyité molekulaként HER2+ daganatok terapias kezelésében.
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3. Alkalmazott modszer

3.1 Peptidszintézis

A peptidek eléallitasanak két formaja ismeretes, a napjainkban mar ritkabban alkalmazott
oldatfazisu, illetve a szilardfazisu peptidszintézis.

A hagyomanyos, homogén oldatban végzett peptidszintézis soran kisebb peptideket
Iépésenkénti  szintézissel épitenek fel, illetve nagyobb tagszami peptideket ezek
oldatbdl valo kicsapassal torténik. Az egyes kapcsolasi reakciok kitermelése 60-90%-0s, vagyis
areakciok anyagveszteséggel jarnak. Amennyiben egy hosszabb szintézis soran sok aminosavat
vagy peptidfragmenst kell dsszekapcsolni egymas utan, eléfordulhat, hogy a szintézis végére
kevés termék marad. Igy elmondhatd, hogy az oldatban végzett peptidszintézis kevésbé
hatékony modszer €s emellett idigényes iS. A peptidszintézis modszerét az 1960-as évek elején
Merrifield fejlesztette tovabb a szilardfazisu peptidszintézis (SPPS) bevezetésével. Ez az eljaras
— amely forradalmasitotta a peptidszintézist — a peptidek eldallitasat hatékonyabbd, gyorsabba
¢s egyszerlibbé tette [29]. Az oldatban végzett szintézishez hasonldan, a peptid felépitése
torténhet 1épésenként, amikor az aminosavakat egyesével épitjiik be (stepwise) a C-terminalis
feldl az N-termindlis felé, vagy fragmenskondenzacioval, amikor a gyantdn hosszabb, védett
vagy részlegesen védett peptidlancokat kapcsolnak 06ssze (konvergens szilardfazisu
peptidszintézis) [30].

Ha két aminosavat 6ssze akarunk kapcsolni, szamos terméket kaphatunk a vizkilépés mellett.
Ahhoz, hogy ezt elkeriiljiik, és egyértelmii reakcioval egy termékhez jussunk, a megfeleld
aminosavak karboxil-, illetve aminocsoportjat védeni kell. A 1épésenkénti szilardfazisa
peptidszintézis soran a peptid C-terminalis védelmét egy oldhatatlan, szilard hordozo, a gyanta
latja el. Mivel a szilardfazist peptidszintézis folyaman a termékeket nem izolaljuk, tisztitjuk,
igy annak érdekében, hogy megfeleld tisztasaghi nyersterméket kapjunk, nagy reagens
felesleget kell alkalmaznunk. Ezért az aminosavak aminocsoportjanak atmeneti védelme
mellett az oldallanc funkcids csoportokat is védeni kell a szintézis befejezéséig allando
véddcsoportok alkalmazésaval.

Az SPPS technika soran a peptid egy oldhatatlan, szildrd hordozéhoz van rogzitve a szintézis
befejezéséig. Szilard hordozoként olyan polimereket hasznalnak, amelyeken funkcios

csoportok talalhatdéak. Ezen funkcids csoportokon keresztiil képes kapcsolodni a peptid C-
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terminalisan 1évé els6 aminosav a hordozohoz/gyantahoz. A 1épésenkénti szintézis soran
eldszor az oldallancan védett peptid N-termindlisan 1évd véddcsoportot el kell tavolitani. Ezt
kovetden a kovetkezd, megfelelden védett, és karboxilcsoportjan aktivalt aminosav-
szarmazékot hozza kell kapcsolni a peptid szabad aminocsoportjahoz, igy kialakitva a
peptidkdtést az aminosavak kozott. E két ismétlodo alaplépéssel konnyen eldallithato a kivant
peptidlanc, ami a szintézis végéig rogzitve marad a gyantan. A kész peptidrdl ezutan az allando
véddcsoportokat el kell tavolitani, ami altaldban egy Iépésben torténik meg a gyantardl valo
lehasitassal. A hasitas soran kapott anyagkeverékben az eldallitani kivant termék mellett
tobbnyire megtaldlhatoak hibas, hidnyos, nagyon hasonld szekvenciaju peptidek is. Ezért
kiilonbozo tisztitasi eljarasokat kell alkalmazni, hogy végiil a kivant tiszta peptidet megkapjuk
[31]. A leghatékonyabb tisztitasi eljaras a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC),
amelynek nagy szerepe volt a szilardfazist peptidszintézis elterjedésében.

Az SPPS mddszer eldnye, hogy az oldoszerek, a képzddott melléktermékek, illetve az elreagalt
kapcsold reagensek minden 1€pés utdn sziréssel konnyen eltdvolithatdak, mikdzben a
gyantdhoz kotott peptid végig a szlirdn marad. Ezéltal a veszteség csokken, és emellett a
szintézis egyetlen reakcidedényben elvégezhetd. A szilardfazisu peptidszintézis technika
egyben gyorsitja a szintézist, mivel egy aminosav felkapcsoldsa kb. 2 orat igényel, mig
oldatfazisii technika esetében ez akar egy nap is lehet. A hatékonysagot és gyorsasagot
fokozhatja a folyamatos ilizemmoddu, automatizalt peptidszintetizatorok alkalmazésa.
Ugyanakkor a technika hatranya, hogy bar a reagensek konnyen eltavolithatok, de a termék
izolalasara csak a gyantarol vald lehasitds utdn van mod, az intermedierek tisztitdsara nincs
lehetéség. Ahhoz, hogy a hibas szekvenciak szdma a lehetd legminimalisabb legyen, az egyes
kapcsolasi reakcioknak és a hasitasnak kozel 100%-os konverzidval kell lejatszédniuk. Ennek
eléréséhez az aktivald reagensek és az aminosav-szarmazékok gyantakapacitashoz viszonyitott
3-5 ekvivalens mennyiségét kell alkalmazni, ami a modszert elég koltségessé teszi.

A védett aminosav-szarmazékok karboxilcsoportjat aktivalni kell a kapcsolasi reakciok soran.
fgy a kapcsolasokhoz aktivalé szereket hasznalnak (1.tdbldzat), amiknek elegye aktiv észtert
képez, és in situ elreagal a peptid szabad aminocsoportjaval, igy kialakitva a peptidkotést (5.

abra). Ezt a modszert nevezziik in situ aktiv észteres kapcsolasnak.
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1. tablazat. A peptidszintézis soran altalam alkalmazott aktivalé reagensek

311 Agyanta

A gyantan funkcids csoportok talalhatok, amelyekhez az elGallitani kivant peptid elsé (C-
termindlis) aminosavjanak karboxilcsoportja hozzakapcsolhato. A funkcios csoporttdl fiiggden
vannak olyan hordozok, amelyekr6l a peptid hasitasa utan a peptid C-terminalisa szabad
karboxilcsoporttal, vagy amidalt formaban kaphatd6 meg. A hordozokkal szemben alapvetd
elvards, hogy mechanikailag stabilak, kémiailag inertek legyenek, jol duzzadjanak az
alkalmazott oldoszerekben, sziirdsebességiik optimalis legyen. A gyanta és peptid kozott
kialakulo kovalens kotésnek stabilnak kell lennie a szintézis soran, de a peptid a hasitaskor
konnyen eltavolithato kell legyen. Emellett a gyantak fontos jellemzdje a gyantakapacitas.
Kisebb peptidek szintézisére a nagy kapacitasi (~ 1,0 mmol/g) gyantak alkalmasak, mig a
nagyobb tagszamu, esetleg elagazo peptidek szintézisé¢hez alacsonyabb kapacitast hordozokat
valasztanak a kialakulo térgatlas kikiiszobolésére.

Merrifield a szilardfazisi modszer fejlesztése soran tobbféle gyantat is alkalmazott, amelyek
koziil a klormetil funkcidés csoportokat tartalmazd polisztirol 1,4-divinilbenzol (1-2%)
kopolimer bizonyult a legjobbnak. Ez a keresztkotésekkel (térhalos) rendelkezd hordozdé eléggé

porozus szerkezetl, igy a reagensek szamara a gyanta kell6képpen atjarhato [31].
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Napjainkban a gyantdk széles valasztéka all rendelkezésre, amelyek kiilonboz6 funkciods
csoportokat vagy funkcionalizalt linkereket tartalmaznak. Legelterjedtebbek a 4-metil-
benzhidril-amin (MBHA), a Rink Amid MBHA [4-(2',4'-dimetoxi-fenil-aminometil)-fenoxi
acetamido-norleucil-MBHA] és a 4-benziloxi-benzilalkohol funkcios csoportot tartalmazo
(Wang) gyantak. A Wang gyantat karboxil C-terminalist peptidek, az MBHA tipusu gyantakat
pedig peptidamidok eldallitasara hasznaljak [32,33].

3.1.2 A szilardfazisa peptidszintézis stratégiai

A szilardfazisu peptidszintézis két altalanosan hasznalt alapmodszerét kiilonithetjiik el:
e Boc/Bzl stratégia: az aminosav-szarmazékok a-aminocsoportjanak védelmére terc-
butiloxikarbonil-csoportot hasznalnak [34],
e Fmoc/'Bu stratégia: az aminosav-szarmazékok a-aminocsoportot 9-fluorenil-
metoxikarbonil-csoport védi [35].

Azt, hogy melyik stratégiat célszerii alkalmazni, a peptid szekvencidja hatarozza meg.

A Boc/BzI stratégia soran az a-aminocsoport védelmét a terc-butiloxikarbonil (Boc)-csoport
latja el, az oldallanc véddcsoportok védelmére pedig foként benzil tipusu csoportok szolgalnak.
Az atmeneti védelmet biztositd Boc-csoport nukleofilekkel és lugokkal szemben stabil, de
rendkiviil savérzékeny, ezért eltavolitasahoz kozéperds savakat alkalmaznak. Lehasitasat 30-
50% TFA/DCM eleggyel végzik, 20-30 perces reakci6idét alkalmazva. Mivel az atmeneti
véddcsoport hasitdsa savas kozegben torténik, az érzékeny aminosavak (Trp, Cys, Met)
konnyen alkilezOdnek a keletkez6 reaktiv terc-butil kation miatt. Ezért, hogy a terc-butil kation
koncentraciot csokkentsék, két 1épésben szoktak a hasitast végezni. A Boc-csoport hasitdsa utan
az a-aminocsoport trifluoracetat s6 formdjaban lesz jelen, emiatt semlegesiteni kell. A
semlegesitéshez 5-10% DIEA/DCM elegyét alkalmazzdk. A kapcsolasi reakcioknal aktiv
észtert alakitanak ki DCC és HOBt kapcsoldszerek hasznalataval (5. dbra).
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5. abra. Az in situ aktiv észter kialakitasa

Mivel a peptid — gyanta kozotti kotésnek a szintézis végéig stabilnak kell maradnia, ebben az
esetben olyan gyantdkat alkalmaznak, amelyekrdl erds savakkal (HF, TFMSA, TMSOTY)
hasithatd a peptid. Ilyen koriilmények kozott az aminosavak oldallancat védd csoportok is
lehasadnak. Ha a peptid savas koriilmények kozott oxidaciora és alkilezodésre érzékeny
aminosavakat is tartalmaz (Trp, Cys, Met, Tyr), akkor a hasitaskor specialis gyokfogokat
(kationfogokat) és redukaloszereket is alkalmaznak, hogy a mellékreakciokat minimalizaljak.

Az Fmoc/'Bu stratégia elénye a Boc/Bzl moddszerrel ellentétben, hogy olyan peptidek
szintézisére alkalmasabb, amelyek a fenti koriilmények kozott érzékenyek (Trp, Cys, Met, Tyr).
Az a-aminocsoport atmeneti védelmét 9-fluorenilmetiloxikarbonil-csoporttal (Fmoc) védik,
mig az oldallancokon 1év6 funkciés csoportok védelmét terc-butil tipusu véddcsoportokkal
biztositjak. Az Fmoc-csoport stabil savakkal szemben, viszont bazisokra érzékeny, igy hasitasat
20 — 55%-o0s piperidin/DMF oldattal végzik. A hasitas soran reaktiv dibenzofulvén keletkezik,
ami képes egyes aminosavakat alkilezni, de a piperidinnel stabil adduktot képez, ezzel elkeriilve
a mellékreakciokat. A legjobb hasitoelegynek a 2% piperidin — 2% 1,8-diazabiciklo[5.4.0]-
undek-7-én (DBU) elegyét tartalmaz6 DMF oldat bizonyult. A hasitas ebben az esetben
gyorsabb, illetve térgatlas esetén is hatékonyan hasitja le az atmeneti véddcsoportot, €s az

enantiomerizacio kialakulasi valoszintisége is csokken [36].
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Az aminosav-szarmazékok kapcsolasahoz HOBt és DIC aktivalo reagenseket alkalmaznak, 3-
5 ekvivalens mennyiségben a gyantakapacitdsra nézve. A gyantarol valo hasitas és az allando
véddcsoportok eltavolitasa egy 1épésben torténik. A hasitasi reakciot 80 — 95% TFA oldattal
végzik. A reakci6 sordn keletkezd reaktiv karbokationok miatt kation befogdkat alkalmaznak.

A leggyakrabban hasznalt kation befogok a viz és a triizopropil-szilan (TIS) (6. dbra).

- Fmoc hasitas
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6. dbra. Szilardfazist peptidszintézis Fmoc/'Bu technika alkalmazaséval Rink Amid MBHA gyantén

3.1.3 A kapcsolasi reakciok kovetése

A szintézis sordn a hibas, hidnyos szekvencidk elkeriilése miatt kulcsfontossagu az egyes
kapcsolasi reakciok sikerességének kovetése. Ezt az un. ninhidrin- vagy Kaiser-teszttel tudjuk
ellendrizni (7. dbra), amely soran a gyantaszemekhez par csepp ninhidrin-, KCN-, tovabba
fenol-oldatot adunk, majd 3-5 percig 104 °C-on melegitjiilk. Ha az oldat szine nem valtozik
(sarga marad), akkor sikeres volt a kapcsolasi reakcid, és nincsenek jelen szabad
aminocsoportok. A szabad aminocsoporttal rendelkez6 peptidek ninhidrinnel valo reakcidjuk
soran jellegzetes kék szinreakciot adnak, ezért abban az esetben, ha az oldat és/vagy a gyanta
kékkeé valik, a kapcsolds sikertelen volt, és meg kell ismételni. A modszer rendkiviil érzékeny,

ugyanis mar 1% szabad aminocsoport jelenlétében is intenziv kék szinreakciot ad [37].
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7. dbra. Kaiser-teszt

A prolin kivételével a teszt minden aminosav esetében jol alkalmazhatd. Mivel a prolin egy
szekunder aminosav, az aminocsoportja gylriibe van zarva, igy attol fliggetleniil, hogy reagal
ninhidrinnel, az oldat szine nem valtozik a kiindulasi oldat sziné¢hez képest még szabad amino-
csoportok jelenlétében sem. Ezért a Kaiser-teszt reagensei mellett a gyantaszemekhez izatin-

oldatot is adunk. Sikertelen kapcsolds esetén a gyantaszemek ekkor vordsesbarna szinlivé
valnak (8. abra) [38].

0 O
o + — >
Ol 0= C-Q)
R R

8. dbra. Prolin reakcidja izatinnal
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4. Célkitiuzeések

Munkam célja olyan peptidanaldégok szintézise volt, amelyek potencialis iranyité molekulak

lehetnek a célzott tumorterapiaban.

Ezért a valasztasom egyrészt egy fag konyvtarbol kivalasztott linearis peptidre (KCCYSL)

esett, amelyrdl a vizsgalatok sordn kideriilt, hogy szelektiven képes kotddni a HER2 receptor

extracellularis doménjéhez. Tovabba egy olyan, molekula dinamikai (MD) szimulacio

vizsgalatokkal felderitett peptidrészletet (GYYNPT) valasztottam, amely a HERI1 receptor

mellett képes specifikusan HER2 receptorhoz is kotddni. Ennek jelentdségét az adja, hogy a

HER?2 képes kdlcsonhatasba 1épni a human epidermalis novekedési faktor receptorcsalad tobbi

tagjaval, koztiik az emlitett HER1 receptorral is.

Célom volt:

Az 5,6-karboxifluoreszceinnel (CF) jelzett KCCYSL (CF-Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-
NH2) és GYYNPT (CF-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH2) peptidek szintézise Rink Amid
MBHA gyantan.

A KCCYSL peptidben talalhaté ciszteinek helyettesitése alanin és szerin
aminosavakkal, illetve tavolsaguk novelése glicin(ek) beépitésével. Ezek alapjan a
kovetkezé analogokat terveztem elGallitani: CF-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NHz, CF-
Lys-Ser-Ser-Tyr-Ser-Leu-NHz, CF-Lys-Ser-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH2, CF-Lys-Cys-Ser-
Tyr-Ser-Leu-NH2, CF-Lys-Cys-Gly-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH2, CF-Lys-Cys-Gly-Gly-Cys-
Tyr-Ser-Leu-NHa. Az esetlegesen fellépd oxidacid gatlasara Acm véddcsoporttal védett
ciszteint tartalmazé (CF-Lys-Cys(Acm)-Cys(Acm)-Tyr-Ser-Leu-NH2) varianst is el6
kivantam allitani.

Az MD szimulacié modellezés folyaman a P25 és P51 peptidek szekvenciajaban
szerepld GYYNPT/GWWNPT peptidrészlet N-terminalisan PYL illetve YYL motivum
volt megtalalhatd. Mivel mindkét motivum hasonlit a fag konyvtarbol kivalasztott
KCCYSL szekvencia YSL részletéhez, igy tanulmanyozni szerettem volna a KAAYSL
¢s GYYNPT, illetve GWWNPT peptidek kombinacidjat, ezért célom volt ezek
szintézise és jelolésiik 5,6-karboxifluoreszceinnel (CF-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-
Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NHz, CF-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Trp-Trp-Asn-Pro-Thr-
NH2).
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o A fluoreszcensen jelzett fag konyvtarbol szarmazd peptid, az MD vizsgalat soran
felfedezett peptidrészlet, illetve ezek analdgjainak in vitro sejtfelvételi vizsgalata MDA-

MB-435 HER2 pozitiv huméan emlékarcinoma sejteken.
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5. Eredmények

Celkittizéseimnek megfeleléen munkdm soran kiilonféle peptid analdgokat allitottam eld,
amelyek specifikusan kotédnek HER2 receptorhoz.
Az analdgok eldallitasa és vizsgalata harom részbdl tevodott dssze:

e a fag konyvtarbdl kivalasztott, illetve az MD vizsgélat alapjan feltérképezett két
referencia peptid, majd ezt kdvetden a variansok megépitése és ezek fluoreszcens
jelolése;

e avegyiiletek tisztitdsa, azonositasa;

e atiszta peptid-analogok in vitro sejtfelvételi vizsgalata.

A peptideket szilardfazisti peptidszintézissel (SPPS), manualisan végeztem, Fmoc/'Bu

stratégiat alkalmazva.
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5.1 A fag konyvtarbdl kivalasztott KCCYSL peptid és analogjainak

szintézise

5.1.1 A CF-Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH,, a CF-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-
NH2, és a CF-Lys-Cys(Acm)-Cys(Acm)-Tyr-Ser-Leu-NH; szintézise

A KCCYSL hexapeptid szintézisét Fmoc/'Bu stratégiat alkalmazva Fmoc-Rink Amid MBHA
gyantan manudlisan végeztem. Elsé lépésként a gyantan talalhato Fmoc-véddcsoportot
hasitottam 2% piperidin — 2% DBU/DMF elegyével, majd az aminosavakat 1épésenként
épitettem be DIC/HOBt aktivalo reagensek felhasznalasaval. Az egyes kapcsolasi reakciok
folyaman az Fmoc-védett aminosavszarmazékokbdl ¢és a kapcsoldo reagensekbdl
gyantakapacitasra szamolt harom ekvivalens mennyiséget alkalmaztam. A szekvenciaban
talalhato tirozin beépitése utdn a gyantat 6t egyforma részre osztottam: kétotod részt félreraktam
a késobbi analogok szintézisé¢hez, egyotod-egyotdd részén megépitettem az alanint és az Acm
oldallanc-véddcsoporttal rendelkezd cisztein tartalmt szekvenciat. A maradék egyotod részen
pedig folytattam a referencia peptid megépitését. A lizin felépitését kovetden, az Fmoc
véddcesoport hasitasa utan, 5,6-karboxifluoreszceint (CF) kapcsoltam a fent emlitett DIC/HOBt
kapcsoloszerek elegyével. Ebben az esetben is az aktivald reagensek és a karboxifluoreszcein
a gyantakapacitasra nézve harom ekvivalens mennyiségével dolgoztam. A szintézis
befejeztével a két ciszteint tartalmazo peptideket 95% trifluorecetsav (TFA), 2,5% desztillalt
viz, 2,5% triizopropil-szilan (TIS) elegyével hasitottam a gyantardl, mig az alanin tartalmu
peptid esetében hasitd elegyként 95% TFA-t és 5% desztillalt vizet alkalmaztam. Ezen
elegyekkel sikeres volt az oldallanc véddcsoportok eltavolitasa is az Acm véddécsoport
kivételével (az Acm véddcsoportot szandékosan hagytuk rajta a cisztein oldallincan az
esetlegesen fellépd oxidacid gatlasara). A hasitasi reakcid letelte utan a peptideket éterben
Kicsaptam a hasito elegyb6l, majd a centrifugalast kovetden viz és acetonitril elegyében
oldottam. A feloldott nyers peptid oldatokat folyékony nitrogénben fagyasztottam a
liofilizalashoz, majd az igy kapott liofilizalt, szilard nyerstermékeket forditott fazisti nagy
hatékonysagu folyadékkromatografiaval (RP-HPLC) tisztitottam. A termékeket elektrospray-
ionizacios tomegspektrometrias (ESI-MS) méréssel azonositottuk, tisztasagukat analitikali

HPLC-vel ellendriztem.
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5.1.2 A CF-Lys-Cys-Gly-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH; és a CF-Lys-Cys-Gly-Gly-Cys-

Tyr-Ser-Leu-NH; szintézise

A félretett kétotod rész gyanta-peptidet (Fmoc-Tyr(*Bu)-Ser('Bu)-Leu-®) két egyenld részre
osztottam a két, glicin tartalmu analég megépitéséhez. Az Fmoc-véddcsoport fent emlitett
hasitasi protokoll elvégzése utdn a peptid megépitését a gyantakapacitdsra szamolt harom
ekvivalens kapcsolo szerekkel €s aminosav-szdrmazékokkal végeztem. Mindkét peptid
esetében azt tapasztaltam, hogy az elsd cisztein beépitése utan a fenti DIC/HOBt reagensek
alkalmazésa nem bizonyult megfelelének az egymast kdvetd, tobbszori sikertelen kapcsolasbol
itélve. Igy a peptidek megépitéséhez a HOBt helyett etil-ciano(hidroxi-imino)-acetatot,
masnéven Oxyma Pure-t alkalmaztam mint erésebb aktivaldo reagens. Az egyes kapcsolasi
reakciok folyamén a gyantakapacitdsra szamolt 6t ekvivalens kapcsoldszer-mennyiséggel
dolgoztam. A kész peptideket ebben az esetben is TFA, desztillalt viz, TIS 95:2,5:2,5 aranya
elegyével hasitottam le a gyantardl, majd éterben csaptam a reakcidelegybdl, és centrifugaltam.
Végiil a fent emlitett desztillalt viz-acetonitril elegyével oldottam fel a peptideket, majd
liofilizaltam az igy kapott oldatokat. Az igy kinyert, még nyers peptideket félpreparativ RP-
HPLC-vel tisztitottam, majd a frakciok tisztasagat analitikai HPLC-vel, azonositasukat

tomegspektrométerrel ellendriztiik.

5.1.3 A CF-Lys-Ser-Ser-Tyr-Ser-Leu-NHz, a CF-Lys-Cys-Ser-Tyr-Ser-Leu-NH>
és a CF-Lys-Ser-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH: szintézise

Ezen harom peptid-analog szintézisét hasonldan végeztem, mint a fent emlitett KCCYSL
szekvencia esetében. Ennél a szintézisnél is Fmoc-Rink Amid MBHA gyantat és Fmoc/'‘Bu
technikat alkalmaztam. Az Fmoc-csoport lehasitasa ebben az esetben is 2% piperidin — 2%
DBU/DMF elegyével tortént. A peptidet az Fmoc-Tyr('Bu)-Ser(‘Bu)-Leu-Rink Amid MBHA
szekvenciarészig ¢épitettem, majd harom egyenld részre osztottam. Az egyes kivant
szekvenciakat kiilon-kiilon fejeztem be.

Ezen varidnsok megépitése kdzben ugyanazzal a problémaval szembesiiltem, mint a glicint
tartalmaz6 analogok esetében, hogy az elsé Cys, illetve a masodik Ser felkapcsoldsa utan a

szintézisprobléma csak a gyantakapacitasra szamolt 6t ekvivalens mennyiségli Oxyma

25



Pure/DIC aktivalé reagensekkel kiiszobolhetd ki. A peptideket felépitésiik utan a fent emlitett
95:2,5:2,5 aranyt TFA/desztillalt viz/ TIS elegyével hasitottam a gyantarol, ekkor az oldallanc-
véddécesoportok is lehasadtak. Ezt kovetéen a peptideket dietil-éterben csaptam ki a hasito
elegybdl, majd desztillalt vizben sikeresen oldottam. A peptidek oldatat folyékony nitrogénnel
valo fagyasztas utan liofilizaltam. A liofilizalas utdn kapott szilard nyerstermékeket
félpreparativ. RP-HPLC-vel tisztitottam. A végtermékek tisztasagat analitikai HPLC-vel

ellendriztem, azonositasukat pedig ESI-MS segitségével végeztiik (2. tablazat).

vegyiilet Rt (perc) Mszamore (D@) Mmért (Da)
CF-KCCYSL-NH2 29,9 1072,9 1072,8
CF-KAAYSL-NH2 28,8 1007,8 1008,4
CF-KCGCYSL-NH2 29,4 1129,9 1129,8
CF-KCGGCYSL-NH2 31,7 1186,0 1186,0
CF-KC(Acm)C(Acm)YSL-NH: 28,8 12145 1214,0
CF-KCSYSL-NH2 29,7 1056,7 1056,4
CF-KSCYSL-NH2 29,5 1056,7 1056,4
CF-KSSYSL-NH:2 27,6 1040,8 1040,5

2. tabldzat. A KCCYSL-NH; peptid és az analdégok analitikai adatainak sszefoglalasa

A tablazat a Fliggelék 1-16. dbrai alapjan késziilt.

52 A molekula dinamika szimulaciokkal feltérképezett
GYYNPT/GWWNPT peptidrészletek, illetve KCCYSL analéggal valo

kombinaciok szintézise

5.2.1 A CF-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH: peptid szintézise

Mivel az MD szimulacidkkal feltérképezett két peptidrészletben (GWWNPT, GYYNPT)
talalhat6 tirozin, illetve triptofan aminosav kozott nincs szamottevd kiilonbség, igy a
mellékreakciok tekintetében kevésbé problémas tirozint tartalmazo peptidet épitettem meg
manualisan Fmoc/'Bu technikat alkalmazva Fmoc-Rink Amid MBHA gyantan. Az elsd 1épés

itt is az Fmoc-véddcsoport eltavolitasa volt a fent emlitett 2% piperidin — 2% DBU/DMF
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elegyével. Ennél a szekvencianal is a kapcsoldsi reakciok folyaman mind a védett
aminosavszarmazékokbol, mind a HOBt/DIC aktivalo reagensekbdl a gyantakapacitisra
szamolt harom ekvivalens mennyiséget alkalmaztam. A szintézis befejezése utdn a gyantarol
valo hasitast és a peptid oldallanc véddesoportjainak eltavolitasat
TFA/fenol/H20/tioanizol/EDT elegyével végeztem. A hasitasi reakcioidd letelte utan éterben
kicsaptam a peptidet, végiil desztillalt viz-acetonitril elegyében feloldottam. A peptid oldatot
folyékony nitrogénben fagyasztottam a liofilizalashoz. A nyersterméket preparativ RP-HPLC-
vel tisztitottam, majd tomegspektrométerrel azonositottuk, a frakcid tisztasagat pedig analitikai

HPLC-vel ellendriztem.

5.2.2 A CF-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Trp-Trp-Asn-Pro-Thr-NH: és a CF-
Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH; szintézise

A két kiilonb6z6 modon kivalasztott, HER2 receptort felismerd szekvencidbdl eldallitottam két,
azokat kombinald fluoreszcensen jelzett dodekapeptidet. A KCCYSL analdgok in vitro
sejtbejutasi eredményeibdl kiindulva valasztasunk a legegyszeriibb szekvenciaju (KAAYSL)
peptidre esett, amelyet a GWWNPT és GYYNPT szekvenciarészletet tartalmazo peptidek N-
terminalisan épitettem fel. A két kombinalt peptid szintéziséhez Fmoc-Rink Amid MBHA
gyantat és Fmoc/'Bu technikat alkalmaztam. Az aszparagin beépitése utan két egyenld részre
osztottam a gyantat, az egyik felére a KAAYSLGWW, a masikra a KAAYSLGYY peptidet
épitettem a megfeleld védett aminosavakat hasznalva. Ezen peptidek esetén is a peptidek N-
termindlisara 5,6-karboxifluoreszceint kapcsoltam jeloldmolekulaként. Ezt kovetden a két
felépitett peptidet TFA/H20/TIS elegyével hasitottam a gyantar6l, a rajtuk talalhatd
véddcsoportok eltavolitdsaval egyidejlileg. Az éterben vald kicsapés, majd a desztillalt viz-
acetonitril elegyében vald feloldds utan a két peptid oldatot lefagyasztottam, és liofilizaltam.
Ezt kovetéen szemipreparativ forditott fazisi HPLC-vel tisztitottam, ESI-MS segitségével

azonositottuk, és analitikai HPLC-vel ellendriztem tisztasagukat (3. tablazat).

vegyiilet Rt (perc) Mszamort (Da) Mmere (Da)
CF-GYYNPT-NH: 30,0 1070,8 1070,4
CF-KAAYSLGWWNPT-NH2 33,1 1750,6 1750,6
CF-KAAYSLGYYNPT-NH: 29,7 1704,5 1704,4

3. tablazat. A referencia peptid €s a kombinaciok analitikai adatainak 6sszefoglalasa

A tablazat a Fliggelék 17—-22. abrai alapjan késziilt.
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5.3 A referencia peptidek és azok analégjainak in vitro biologiai vizsgalata

5.3.1 A KCCYSL és variansainak sejtfelvételi vizsgalata

Az 5,6-karboxifluoreszceinnel jelzett KCCYSL referencia peptid és az eléallitott analogjainak
in vitro sejtfelvételi vizsgalatat aramlasi citometria méréssel vizsgaltuk MDA-MB-453 HER2+
huméan emldkarcindma sejtvonalon. Mivel a szerin tartalma analdégok kivételével minden
peptidnek rossz volt az oldodasa, igy a higitast dimetil-szulfoxidban (DMSO) végeztiik (a
kontroll sejtek médiuma a kezeltekével azonos térfogatat DMSO-t tartalmazott).

Az MDA-MB-453 sejteket egy oran keresztiil inkubaltuk a jelzett peptidekkel. Az egy oras
inkubacids id6 lejarta utan a human emlékarcindma sejteket tripszinnel kezeltiik, mely a sejtek
lemezrél torténé tapadasanak megsziintetése mellett eltavolitja azokat a sejtfelszinen
megtalalhato struktirdkat, amelyek nem specifikus kotddést tennének lehetové. Ez a 1épés a
preparacids 1d6 folyamén azért kulcsfontossagu, mert igy a mérés folyaman csak azoknak az
analogoknak a fluoreszcencidjat detektaljuk, amelyek valoban bejutnak a sejtbe. Az intenzitas

eltolodasanak nagysagabol pedig kovetkeztetni tudunk az egyes variansok in vitro sejtbejutasi

képességére.
120
100 E m CF -KCCYSL-NH
52 2
~~
T w0 B CF-KAAYSL-NH,
L
) CF-KCGCYSL-NH,
60
< . m CF-KCGGCYSL-NH,
D = CF-KC(Acm)C(Acm)YSL-NH,
0
= CF-KCSYSL-NH,
W )
m CF-KSCYSL-NH,
0 - - i iF.- i m CF-KSSYSL-NH,
0,39 1,56 6,25 25 100

c/uM

9. abra. A KCCYSL peptid és analdgjainak in vitro sejtbejutas koncentraciofiiggése MDA-MB-453

HER2+ huméan emlékarcinéma sejteken
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A kapott eredményekbdl lathat6, hogy minden varians esetében koncentraciofiiggd a
sejtfelvétel mértéke (9. dabra). A 25 pM Kkoncentracio esetén jol lathatd, hogy a glicint
tartalmazd peptidek a sejtek 31-55%-ba jutottak be, tovabba a két cisztein tavolsaganak
novelése csokkentette a sejtbejutas mértéket. Ezzel szemben a tobbi analog esetében a CF-
KCSYSL-NH2 kivételével a felvétel mérteke 60-71% koriili volt, vagyis kozel azonos a
referencia peptid bejutdsi szazalékdval azonos kezelési koncentracié mellett. A 100 pM
koncentracié esetében az €16 sejtek kozel 100%-a tartalmazta mind a fag konyvtarbol
kivalasztott eredeti peptidet, mind a variansait. Emellett a grafikonon az is jol latszik, hogy a
szerin tartalm( variansok esetében kisebb koncentracio értékeknél jobb volt a sejtfelvétel

meértéke.

5.3.2 A GYYNPT és a KAAYSL analoggal valé kombinaciok in vitro biologiai

vizsgalata

A referencia szekvencia és a kombinalt peptidek in vitro sejtbejutasi vizsgalatat ebben az
esetben is aramlasi citométerrel végeztik MDA-MB-453 HER2+ human emlbékarcinoma
sejteken. Itt is 6t kiilonbozo kezelési koncentracidt alkalmaztunk, és a higitasi 1épést DMSO-

ban végeztiik a peptidek rossz oldékonysaga miatt.

tripszinnel kezeltiik 6ket.

A sejteket egy oran keresztiil inkubaltuk a fluoreszcensen jelzett peptidekkel, majd ezt kovetden
120
100

80
60 B CF-KAAYSL-MH;

[ | m CF-GYYNPT-NH,
40 B CF-EAAYSLGWWHNPT-NH;

B CF-KAAYSLGYYNPT-NH,
20
o — M I
5 100

0 0,39 1,56 6,25 2
c/uM

EIS sejtek CF+/ %
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10.dbra. A KAAYSL, GYYNPT, és variansaik in vitro sejtbejutasi koncentraciofiiggd profilja MDA -
MB-453 HER2+ sejtvonalon

A KAAYSL és GYYNPT hexapeptideknél latni, hogy dnmagukban az in vitro sejtfelvételiik
nem szamottevd. A GYYNPT peptid esetében észrevehetd, hogy még 100 uM koncentracid
értéknél is csak 53%, vagyis sejtbejutdsa elég csekély. Viszont ha a két peptidet kombinaljuk,
jol lathatd, hogy a sejtek 69-72%-aba bejutnak mar 0,39 uM koncentracié mellett, mig

magasabb kezelési koncentracio értékeknél kozel 100%-os a sejtfelvétel (10. abra).

Az in vitro sejtfelvételi vizsgalati eredményekbdl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy akar
a fag konyvtarbol kivalasztott peptid alapjan elkészitett analogokat, akar az MD szimulaciok
alapjan feltérképezett peptidrészleteket onmagukban vizsgalva vagy kozel azonosak, vagy
rosszabb meértékiieck a mért sejtbejutdsok. Viszont ha egy kozel azonos sejtfelvételi értéki
KCCYSL peptid-analogot kombinalunk a GYYNPT/GWWNPT peptiddel, akkor a sejtbejutas

mar nagyon kis kezelési koncentracio értéknél is kimagaslo mértéki.

5.3.3 A KCCYSL analégok és a kombinalt GYYNPT/GWWNPT peptidek in

vitro sejtfelvételi vizsgalata konfokalis mikroszkoéppal

Mivel tanulményozni szerettem volna a peptid-analégok sorsat a sejtbejutas folyamén, a fag
konyvtarbol kivalasztott KCCYSL peptid mellett a szerint tartalmazo, illetve a
KAAYSLGYYNPT és KAAYSLGWWNPT variansokat konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk.
Azért alkalmaztuk ezt a mérési modszert, mert a konfokalis mikroszkopos vizsgalat soran

lehetdség nyilik a sejtekbe jutott peptid lokalizacidjanak nagyobb felbontasu vizsgalatara.

A mérést szintén MDA-MB-453 HER2+ sejtvonalon végeztiik, 25 uM kezelési koncentraciot
alkalmazva. Elézetesen a szerint tartalmaz6 valtozatok esetében a sejteket 30, illetve 60 percig
inkubéltuk. Az inkubécids id6 letelte utan 4% paraformaldehid (PFA) oldatot hasznaltunk a
sejtek fixalasahoz, majd sejtmagjukat 4’-6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI) festettiik meg.
Végiil a fedélemezt, amelyen a kezelt sejtek talalhatoak, targylemezre ragasztottuk. Ezeket a
mintakat vizsgéltuk a késdbbiekben konfokalis mikroszképpal, amelynek lényege, hogy a
hagyomanyos mikroszkdpokkal ellentétben jobb felbontasu képeket ad, mivel a minta egyetlen

szeletérdl képes képet alkotni.
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11. dbra. A CF-KCCYSL-NH: peptid sejtbejutasa 30 perc (bal) és 60 perc (jobb) elteltével. A vonalas
osztas 10 pum-t jelol. Kék: sejtmagfestés, zold: karboxifluoreszceinnel jeldlt peptid.

12. dbra. A CF-KCSYSL-NH; (1), a CF-KSCYSL-NH; (2), és a CF-KSSYSL-NH; (3) variansok

sejtbejutasa 30 perc (felso sor) és 60 perc (also sor) elteltével. A vonalas osztas 10 um-t jeldl.

A képek alapjan jol latni, hogy mind az eredeti CF-KCCYSL-NH2, mind az anal6gokkal vald
30 perces inkubacios kezelés utan a peptidek a sejtfelszinen taldlhatdak. Egy oras inkubacios
idonél a referencia peptidnél, illetve a CF-KSCY SL-NH2 esetében mar a sejt citoszol részébe
is bejutnak a peptidek. A mikroszkdpos vizsgalati eredményekbdl latni, hogy korreralnak az
aramlasi citometria vizsgalat eredményeivel, hiszen a szerin-analogok kozott a legjobb in vitro

sejtbejutasa a CF-KSCY SL-NH: peptidnek volt.
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A konfokalis mikroszképos vizsgalatot a CF-KAAYSLGWWNPT-NH2 ¢és CF-
KAAYSLGYYNPT-NH:2 peptid kombinéaciokon is elvégeztiik, de ebben az esetben, mivel mar
kis kezelési koncentracio értékben magas volt a sejtbejutas mellett a fluoreszcencia intenzités
értéke, igy inkubdcids idonek 10 percet és 60 percet alkalmaztunk 25 pM koncentracio
értékben. Az inkubacids 1d0 letelte utan a fent emlitett eljaras szerint fixaltuk a sejteket, illetve

megfestettiik azok sejtmagjat a targylemezre ragasztas elott.

13. dbra. A CF-KAAYSLGWWNPT-NH; (1), CF-KAAYSLGY YNPT-NH; (2) sejtbejutésa 10 perc

(felso sor) és 60 perc (alsé sor) elteltével

A képek alapjan megallapithatjuk, hogy mind a 10 perces, mind a 60 perces inkubacids idd utan

mindkét peptid a sejtmembran kdrnyékén halmozodik fel.

A sejtbejutdsi vizsgalatok eredményei azt vetitik eldre, hogy a fag konyvtarbol kivalasztott
peptid valtozatai — a glicin tartalmu analogok kivételével — kdzel azonos mértékii sejtfelvételt
eredményeznek az eredeti szekvencidéval, de a szerin tartalmu anal6gok esetében jobb
oldékonysagti peptideket sikeriilt eldallitani (ezek kombinalasa a GWWNPT/GYYNPT
szekvenciaju peptidekkel folyamatban van). Emellett a CF-KAAYSLGWWNPT-NH: és CF-
KAAYSLGYYNPT-NH2 valtozatok in vitro sejtfelvétele mar kis kezelési koncentracional is
kimagaslo. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a fag konyvtarbol kivalasztott peptid szerin
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tartalmu analdgja (CF-KSCYSL-NH2) és a MD szimulacio modellezés soran feltérképezett
peptidrészletek egylittes kombinacioi alkalmasak lehetnek tumorellenes hatéoanyagok célzott

sejtbejuttatasara.
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6. Kisérleti rész

A dolgozatomban szerepld peptidek mindegyikét manudlisan, szilardfazisu peptidszintézissel
allitottam el Fmoc/'Bu stratégiat alkalmazva. Ennek protokolljat az alabbi tablazat tartalmazza

(4. tablazat).

Miivelet Reagens/olddészer Idétartam Ismétlések szama
(perc)
Mosas DMF 0,5-1 3
Fmoc-csoport 2% piperidin — 2% DBU/DMF
2+2+5+10 1+1+1+1
hasitasa
Mosas DMF 0,5-1 8
3 ekv. aminosav-szarmazék + 3
Kapcsolas 60 1
ekv. DIC + 3 ekv. HOBt/DMF
DMF 0,5-1 3
Mosas
DCM 0,5-1 3
_ ninhidrin-oldat, KCN-oldat,
Kaiser-teszt o 3-5 1
fenol-oldat (izatin-oldat)

4. tabldzat. Az Fmoc/'Bu stratégia protokollja

A Kaiser-teszt soran a kivett gyantaszemekhez 3-4 csepp ninhidrin- (2,5 g ninhidrin/ 50 ml
absz. EtOH), fenol- (40 g fenol/ 10 ml absz. EtOH) és KCN-oldatot (1 ml, 0,01 M KCN-oldat
49 ml piridinnel higitva) adunk. Prolin utani aminosav kapcsolasa esetén az elegyhez izatin-
oldatot (3% izatin és 5% Boc-Phe-OH benzilalkoholban oldva) is adunk. Az elegyek
hozzaadésa utan 3-5 percig 104 °C-on melegitjiik. Amennyiben a gyantaszemek szine sarga
marad, akkor sikeres volt a kapcsolas, ha megkékiil (izatin-oldat esetében megbarnul), akkor
szabad aminocsoportok maradtak, ami a kapcsolas sikertelenségét jelzi, vagyis a DMF-es

mosas utan a kapcsolasi [épést meg kell ismételni.
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6.1 Tisztitas és analizis

A nyers peptidek tisztitasat forditott fazisu nagy hatékonysagu folyadékkromatografiaval (RP-
HPLC) végeztem. A tisztitashoz KNAUER HPLC rendszert (2 db K120 pumpa, nagy nyomasu
keverdegység, K2501 tipusu monokromdatoros UV detektor, adatgy(ijtd szoftver) hasznaltam.
A nyerstermékeket szemipreparativ rendszerben tisztitottam, 4 ml/ perc aramlasi sebesség
alkalmazasaval. A tisztitds folyaman minden esetben gradiens eluciét alkalmaztam (az
alkalmazott gradiens az egyes peptidek tisztitasi eljarasanal van feltlintetve). Az UV detektalds
A =220 nm hulldmhosszon tortént.

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

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

A szemipreparativ oszlop tipusa. ~ Phenomenex Jupiter 10 pm Proteo 90 A

meérete:. 250 x 10 mm

A tiszta peptidek analitikai vizsgalatahoz szintén KNAUER RP-HPLC rendszert hasznaltam.
A detektalasi hulldmhossz ebben az esetben is A = 220 nm volt 1 ml/perc aramlasi sebesség

alkalmazasa mellett.

Az analitikai oszlop tipusa: Phenomenex AERIS Peptide 3,6 um XB-C18

meérete. 250 X 4,6 mm

Az analitikai vizsgalat soran alkalmazott gradiens: 0. perc 0% B
5. perc 0% B
50. perc 90% B

A peptidek tomegspektrometrias azonositasahoz elektrospray-ionizacios (ESI-MS) Bruker
Daltonics Esquire 3000 Plus tipust késziiléket hasznaltunk. A peptideket a méréshez 0,1%
ecetsav tartalmi 50% acetonitril/viz elegyében oldottuk fel. A spektrumok felvétele pozitiv
modban, 4 pl/perc sebességgel, folyamatos mintaadagolas mellett, 50-2000 m/z tartomanyban

tortént.

A kapott analitikai kromatogramok és a tomegspektrumok a Fiiggelékben talalhatoak.
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6.2 Peptidek szintézise és analizise

6.2.1 A CF-Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NHz, a CF-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NHo,
a CF-Lys-Cys-Gly-Cys-Tyr-Ser-Leu-NHz, a CF-Lys-Cys-Gly-Gly-Cys-Tyr-
Ser-Leu-NHz, valamint a CF-Lys-Cys(Acm)-Cys(Acm)-Tyr-Ser-Leu-NH;

szintézise

A szintézist 1,0 g 0,73 mmol/g gyantakapacitasi Fmoc-Rink Amid MBHA gyantan végeztem.
Az aminosavszarmazékokbol, az 5,6-karboxifluoreszceinbdl és az aktivald reagensekbdl a
gyantakapacitasra szamolt 3 ekvivalensnyi (2,19 mmol) mennyiséget hasznaltam fel. A
szintézis megfeleld szakaszaban (Fmoc-Tyr(‘Bu)-Ser('Bu)-Leu-gyanta) &t egyenld részre
osztottam, ¢és a peptideket a szekvencidknak megfelelden fejeztem be. A cisztein funkcids
csoportjanak védelmére tritil- (Trt), illetve acetamidometil-csoportot (Acm), a szerin, tirozin
hidroxilcsoportjanak védésére terc-butil-csoportot (‘Bu), a lizin oldallancéanak védelmére pedig
terc-butiloxikarbonil-csoportot (Boc) alkalmaztam. A glicint tartalmazé szekvencidk esetében
az elsd Cys beépitése utan a harom ekvivalensnyi aktivaloszer-mennyiség alkalmazasa nem
bizonyult elegenddnek, igy erdsebb aktivalo reagensként Oxyma Pure-t hasznaltam a HOBt
helyett. A kapcsolo reagensek mennyiségét 6t ekvivalensre emeltem (0,730 mmol) a sikeres

kapcsolasi reakciok érdekében.

Reagensek Molekulatomeg (g/mol) Sziikséges mennyiség (mg)
Fmoc-Leu-OH 353,42 774,0
Fmoc-Ser(‘Bu)-OH 383,44 839,7
Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH 459,54 1006,4
Fmoc-Cys(Trt)-OH 585,72 256,5
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,55 205,2
Fmoc-Ala-OH 311,34 136,4
Fmoc-Gly-OH 297,31 130,2
Fmoc-Cys(Acm)-OH 414,47 181,5
5,6-karboxifluoreszcein (CF) 376,32 164,8
HOBt - H20 153,13 335,4
Oxyma Pure 142,41 104,0
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276,4 (339,1 pl), majd 89,6

DIC (p = 0,815 g/cm? 126,20
© glem) (109,9 pl)

5. tabldzat. A szintézis folyaman felhasznalt aminosavszarmazékok, és kapcsolo szerek mennyisége

A kész peptideket a gyantardl 10-10 ml hasitoeleggyel tavolitottam el. Azoknal a peptideknél,
ahol az oldallanc véddcsoport csak Boc, Acm és 'Bu volt, a hasitoelegy dsszetétele 9,5 ml TFA
¢és 0,5 ml desztillalt viz volt, ahol Trt-csoport is jelen volt, ott 9,5 ml TFA, 0,25 ml desztillalt
viz és 0,25 ml TIS elegyét alkalmaztam. A reakcidelegyet minden esetben két o6ran keresztiil
kevertettem szobahdmérsékleten, az elsé 25 percben jeges hiitést alkalmazva. A hasitasi 1d6
lejarta utan a reakcioelegyet 50 ml, 0 °C-0s dietil-éterbe szlirtem, és az igy kicsapddott
peptideket ezutan 5 perces 4000/perc fordulatszdmu centrifugalassal iilepitettem. Az étert
dekantaltam, majd az iiledéket még haromszor dietil-éterrel mostam. A nyerstermékeket, az
alanin tartalmu analog kivételével, desztillalt viz és acetonitril keverékében oldottam fel, az
alanin tartalmi valtozat esetében elegendd volt a desztillalt viz a teljes mérték feloldashoz. Az
igy kapott peptid oldatokat folyékony nitrogénben fagyasztottam, majd liofilizaltam. A kapott
nyerstermékeket szemipreparativ. RP-HPLC-vel tisztitottam az altalanos tisztitasi részben

leirtak szerint.

Az alkalmazott gradiens: 0. perc 20% B
5. perc 20% B
50. perc 90% B

A peptidek tisztasagat analitikai HPLC-vel ellendriztem, azonositasukat tomegspektrométerrel
végeztiik.

A tiszta analogok analitikai HPLC kromatogramjai és ESI-MS spektrumai a Filiggelékben
talalhatoak (Fiiggelék: 1-10. 4bra).

6.2.2 A CF-Lys-Ser-Ser-Tyr-Ser-Leu-NH:, a CF-Lys-Ser-Cys-Tyr-Ser-Leu-NHz,

és a CF-Lys-Cys-Ser-Tyr-Ser-Leu-NH: eléallitasa és analizise

A hiarom peptid szintézisét Fmoc/'Bu technikaval végeztem, 0,3 g 0,71 mmol/g
gyantakapacitasu Fmoc-Rink Amid gyantan. Az Fmoc védett aminosavszarmazékokbdl és a
kapcsoldsi reagensekbdl a gyantakapacitdsra szdmolt hirom ekvivalens mennyiséget
hasznaltam. Ez 0,639 mmol anyagmennyiséget jelent jelen esetben. A szintézis folyaman a

tirozin beépitése utdn a gyantat harom egyenld részre osztottam szét, majd a szekvenciaknak
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megfeleléen fejeztem be a peptideket. A tirozin utan fellépé korabbi szintézisproblémak
kikiiszobolése miatt a HOBt reagenst erdsebb aktivald szerre, Oxyma Pure-ra cseréltem.
Innent6l mindharom peptid felépitéséhez 6t ekvivalens mennyiségli aktivald és kapcsold
reagenst hasznaltam az egyes kapcsolasi reakciokhoz (1,065 mmol). A tirozin €s szerin
hidroxilcsoportjat terc-butil csoporttal, a lizin és cisztein funkcios csoportjat pedig terc-
butiloxikarbonil-, illetve tritil csoporttal védtem. A leucin esetében nem volt sziikség védelemre

(6. tablazat).

Reagensek Molekulatomeg (g/mol) Bemért mennyiség (mg)

Fmoc-Leu-OH 353,42 225,8
Fmoc-Ser(‘Bu)-OH 383,44 245,0, majd 81,7
Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH 459,54 293,6
Fmoc-Cys(Trt)-OH 585,72 1248
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,55 99,8
5,6-karboxifluoreszcein (CF) 376,32 80,2
HOBt - H20 153,13 97,9
Oxyma Pure 142,41 50,6
DIC (p = 0,815 g/cm®) 126,20 80,6 (98,9 pl) majd 44,8 (55,0 ul)

6. tablazat. A KSSYSL-NH;, a KCSYSL-NHy, és a KSCYSL-NH: peptidek szintéziséhez felhasznalt

reagens mennyiségek

A felépitett peptideket a gyantarol 10-10 ml hasitdeleggyel tavolitottam el, amelynek tartalma
a ciszteinmentes peptid kivételével 9,5 ml TFA, 0,25 ml desztillalt viz és 0,25 ml TIS kation
befogd volt. A ciszteint nem tartalmazo6 analdg esetében 9,5 ml TFA ¢és 0,5 ml desztillalt viz
elegyét alkalmaztam a hasitdsi reakcidhoz. A reakcidelegyeket itt is két ordn keresztiil
kevertettem szobahdmérsékleten, az elsd 25 percben jeges hiitést hasznalva. A hasitis utdn az
elegyeket 50-50 ml hideg dietil-éterbe sziirtem, a kicsapddott peptideket pedig 4000
fordulat/perc sebességgel centrifugaltam, majd az étert dekantaltam roluk. Az igy kapott
iiledékeket ezutdn még haromszor mostam hideg éterrel. Ezt kovetden a peptideket desztillalt
vizben oldottam, és az igy kapott oldatokat folyékony nitrogénben fagyasztottam a
liofilizalashoz. A nyers peptidek tisztitdsat szemipreparativ RP-HPLC-vel végeztem az
altalanos részben leirtak szerint.
Az alkalmazott gradiens: 0. perc 0% B

5. perc 0% B

50. perc 90% B

38



A tiszta peptidek tisztasagat analitikai HPLC-vel ellenériztem. Azonositasuk ESI-MS
késziilékkel tortént.

A tiszta analogok analitikai HPLC kromatogramjai, illetve ESI-MS spektrumai a Fiiggelékben
talalhatoak (Fiiggelék 11-16. abra).

6.2.3 A CF-GYYNPT-NH;, a CF-KAAYSLGWWNPT-NH>, valamint a CF-
KAAYSLGYYNPT-NH: szintézise és analizise

Elséként a CF-KAAYSLGWWNPT-NH2 ¢és a CF-KAAYSLGYYNPT-NH2 peptidek
szintézisét végeztem el 0,5 g, 0,71 mmol/g gyantakapacitdsu Fmoc-Rink Amid MBHA gyantan.
Az aminosav-szarmazékokbol és a kapcsolasi reagensekbdl egyarant a gyantakapacitasra
szamolt harom ekvivalens mennyiséget hasznaltam fel (1,065 mmol). Az aszparagin funkcids
csoportjat tritil-csoporttal (Trt), a treonin, tirozin és szerin hidroxilcsoportjat terc-butil-, a lizin
g-aminocsoportjat pedig terc-butiloxikarbonil-csoporttal (Boc) védtem. Az aszparagin
felkapcsolasa utan a gyantat két egyenld részre osztottam, és a szekvencidnak megfelelden
fejeztem be a peptideket. A peptidek eldallitasahoz sziikséges anyagok mennyiségét az alabbi

tablazat tartalmazza (7. tdbldzat).

Reagensek Molekulatomeg (g/mol) Bemért mennyiség (g/mol)
Fmoc-Thr(‘Bu)-OH 397,46 423,3
Fmoc-Pro-OH 337,37 359,3
Fmoc-Asn(Trt)-OH 596,67 635,5
Fmoc-Trp-OH 426,46 227,1
Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH 459,54 2447
Fmoc-Gly-OH 297,31 158,3
Fmoc-Leu-OH 353,42 188,2
Fmoc-Ser(‘Bu)-OH 383,44 204,2
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Fmoc-Ala-OH 311,34 165,8
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,55 249,5
5,6-karboxifluoreszcein (CF) 376,32 200,4
HOBt - H.0 153,13 163,1, majd 81,5
134,4 (164,9 ul), majd 67,2
DIC (p = 0,815 g/cmd) 126,20
(82,5 pl)

7. tablazat. A szintézisek folyaman felhasznalt reagensek mennyisége

A kész peptideket 9,5 ml TFA, 0,25 ml desztillalt viz és 0,25 ml TIS elegyével hasitottam le a
gyantarol. A reakciokat 25 percig jeges hiités mellett, majd masfél oran keresztiil
szobahOmérsékleten végeztem. Ezt kovetden a reakcidelegyeket 0 °C-ra hiitott éterbe sziirtem,
majd a kicsapddott peptideket 5 percig 4000 fordulat/perc sebességli centrifugalassal
tilepitettem. A centrifugdlds utan az étert dekantaltam, majd az tiledéket még haromszor mostam
éterrel a fent emlitett modon. A peptideket desztillalt viz és acetonitril elegyében feloldottam,
majd az igy kapott oldatokat folyékony nitrogénben fagyasztottam és liofilizaltam.

A két nyers peptidet RP-HPLC-vel félpreparativ oszlopon tisztitottam az altalanos tisztitas

részben leirtak szerint.

Az alkalmazott gradiens: 0. perc 0% B
5. perc 0% B
50. perc 90% B

A peptidek tisztasag-analizisét analitikai HPLC-vel, azonositasat elektrospray-ionizacios
tomegspektrométerrel végeztem.

Emellett parhuzamosan a referencia CF-GYYNPT-NH: peptid megépitését is elkezdtem 0,2 g
0,71 mmol/g gyantakapacitaisui Fmoc-Rink Amid MBHA gyantan. A tirozin és treonin
hidroxilcsoportjat terc-butil, mig az aszparagin funkcios csoportjat tritil véddcsoport védte. A
prolin és glicin esetében nem volt sziikség védelemre. A szintézishez ebben az esetben is a
gyantakapacitasra szamolt harom ekvivalens mennyiségli Fmoc védett aminosavszarmazékot

és aktivalo reagenseket hasznaltam fel (8. tablazat).

Reagensek Molekulatomeg (g/mol) Bemért mennyiség (mg)
Fmoc-Thr(‘Bu)-OH 397,46 169,3
Fmoc-Pro-OH 337,37 1437
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Fmoc-Asn(Trt)-OH 596,67 254,2
Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH 459,54 195,8
Fmoc-Gly-OH 297,31 126,7
5,6-karboxifluoreszcein (CF) 376,32 160,3
HOBt - H20 153,13 65,2

DIC (p = 0,815 g/cm®) 126,20 53,8 (66,0 pl)

8. tablazat. A szintézis soran hasznalt aminosav-szarmazékok és kapcsoldszerek mennyisége

A teljes szekvencia megépitése utan a peptidet 4,5 ml TFA, 0,25 ml desztillalt viz és 0,25 ml
TIS hozzéadésa utan lehasitottam a gyantarol. A reakcioelegyet 25 percig jeges hiités mellett,
majd masfél oran keresztiil szobahdmérsékleten kevertettem. Az elegyet 0 °C-ra hiitott éterbe
szlirtem, majd az igy kicsapddott peptidet 5 percen & 4000 fordulat/perc sebességii
centrifugalassal iilepitettem. Az iiledékrodl az étert dekantaltam, majd haromszor hideg éterrel
mostam. A peptidet desztillalt viz/acetonitril elegyében feloldottam, majd liofilizaltam a
folyékony nitrogénben valo fagyasztas utan.
A nyersterméket RP-HPLC-vel, szemipreparativ oszlopon tisztitottam az altalanos részben
leirtak szerint.
Az alkalmazott gradiens: 0. perc 0% B

5. perc 0% B

50. perc 90% B
A tiszta frakciok tisztasag-analizisét analitikai HPLC-vel, azonositasat tomegspektrométerrel

végeztem.

A tiszta anyagok analitikai HPLC kromatogramjai és ESI-MS spektrumai a fiiggelékben
talalhatoak (Fiiggelék: 17—22. 4bra)

6.3 Invitro biolégiai vizsgalatok

6.3.1 Invitro sejtbejutasi vizsgalatok aramlasi citometriaval

A referencia CF-KCCYSL-NH2, tovabba CF-GYYNPT-NH:2 peptidek, illetve az ezekhez

tartozo analogok in vitro sejtbejutasi mértékét aramlasi citométerrel (BD LSR II, BD

41



Bioscience, San José, CA) vizsgaltuk MDA-MB-453 HER2+ humén emldkarcinéma sejteken.
Koncentracionként két-két parhuzamos mérést végeztiink.

Elézetesen az MDA-MB-453 sejtek novesztése és sejtkulturdban tartdisa DMEM médiumban
tortént, amely 10% magzati borji szérumot (FBS), és 160 ug/ml gentamicint tartalmazott. A
mérést megel3z6 napon a sejteket 24 lyukt lemezre (10° sejt/lyuk) osztottuk ki. A vegyiileteket
szérummentes médiumban oldottuk olyan mddon, hogy a sejtekre mért oldat 1% DMSO-t
tartalmazott. A vizsgalatok soran a sejteket a fluoreszcensen jelzett peptidekkel (c = 0,39 — 100
uM) egy o6ran keresztiil 37 °C-on, 5% CO2 atmoszféraban inkubaltuk. Az inkubacids id6 letelte
utan az oldatot eltavolitottuk a sejtekrél, ezt kovetden 800 ul szérummentes médiummal
mostuk, centrifugaltuk. Ezt még kétszer megismételtiik, viszont a harmadik mosast HPMI
pufferrel végeztiik (HPMI oldat tartalma: 100 uM NacCl, 5,4 uM KCl, 0,4 uM MgClz, 0,04 uM
CaClz, 10 uM Hepes, 20 uM gliikkoz, 24 uM NaHCOsz, 5 pM Na:HPOs4 pH = 7,4). A
centrifugalds utan az oldatot eltavolitottuk a sejtekrél, majd 100 pl tripszin oldatot pipettaztunk
minden lyukba, és a sejteket 5 percig inkubaltuk 37 °C-on. Az inkubacios id6 lejarta utan
inaktivaltuk a tripszint 800 pl 10% FBS-t tartalmazé HPMI oldattal. Ezt kovetden a sejteket
FACS csovekbe pipettaztuk és centrifugaltuk oket 5 percen at 1000 rpm fordulatszamon. A
centrifugalds utan a felaszot eltavolitottuk, és a sejteket 500 pl tiszta HPMI oldatban
szuszpendaltuk. Végezetiil a sejtek fluoreszcencia intenzitdsdnak mértékét aramlési citométer

segitségével hataroztuk meg.

6.3.2 Invitro sejtbejutas vizsgalata konfokalis mikroszkoppal

A fag konyvtarbol kivalasztott fluoreszcensen jelzett CF-KCCY SL-NHz, ennek szerin tartalmt
valtozatait, valamint a CF-GYYNPT-NH2, CF-KAAYSLGWWNPT-NH2 ¢és CF-
KAAYSLGYYNPT-NH2 peptidek sejtbe jutasanak mértékét konfokalis mikroszkoppal is
vizsgaltuk. A mérést ugyantigy MDA-MB-453 sejteken végeztiik 25 uM kezelési koncentracio
mellett.

A CF-KCCYSL-NH: és szerin tartalma analdgokkal kezelt sejtek esetében 30, tovabba 60
perces, mig a CF-GYYNPT-NH2 és azon valtozataival kezelt sejteknél 10 és 60 perces
inkubacios idot alkalmaztunk. A kezelési id6 lejarta utdn a kezeld oldatot eltavolitottuk a
sejtekrol, majd 250 ul PBS puffer-oldattal mostuk 6ket. A 24 lyuku lemez minden lyukaba
kerek fed6lemezt (Assistent, 13 mm &atmérd, 1001/13) helyeztiink. Miutan a sejtekrdl a
szérummentes médiumot eltavolitottuk, 500 ul PBS puffer-oldattal mostuk, majd 4%
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paraformaldehid (PFA) oldattal fixaltuk a sejteket 20 percig 37 °C-on. Ezutan haromszor 500
ul PBS pufferrel valo mosast végeztiink, majd a sejtmagokat 350 ng/ml DAPI (Sigma Aldrich;
PBS-ben oldott) festékkel festettiik meg 15 percen at, sotét helyen. Ezek utan a sejteket
tartalmazé fed6lemezeket felragasztottuk a targylemezre (Mowiol ragasztod segitségével), és
egy napig szaradni hagytuk oket.

A kész mintakat konfokélis mikroszkoppal (Zeiss LSM 710) vizsgaltuk.
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Osszefoglalas

HER2 receptort célzo peptid és analogjainak szerkezet-hatas osszefiiggése a
célzott tumorterapiaban

Adorjan Afrodité Emese, kémia alapszakos hallgato
ELTE TTK Kémia Intézet, Szerves Kémiai Tanszék

Témavezeté: Dr. Mez6 Gabor tudomanyos tanacsado
MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport

A mellrdk az egyik leggyakoribb daganatos megbetegedés vilagszerte. Az esetek 20%-anal
HER2/ErbB2 (human epidermalis nodvekedési faktor receptor 2-es tipusa) pozitiv rakot
diagnosztizalnak, amelyre agressziv betegséglefolyas jellemz6 a HER2 tulexpresszalddasa miatt.
Napjainkban a célzott tumorterapia a kutatasok rendkiviil aktiv részét képezi, amely azon alapul, hogy
tumorsejt-specifikus receptorokat céloznak iranyité molekulahoz kapcsolt tumorellenes hatéanyaggal.
Egyre elterjedtebb ilyen célponta peptidek feltérképezése fag konyvtarak, és molekula dinamikai (MD)
modellezések altal.

Munkam soran egy fag konyvtarbol kivalasztott peptid (KCCYSL) [1] analdgjait allitottam el6 és in
vitro sejtbejutasukat vizsgaltuk. Két ciszteint helyettesitettem alaninnal, szerinnel, és az esetlegesen
fellépo oxidacio gatlasara Acm véddcsoporttal védett ciszteint épitettem be. Két glicin tartalmu analdgot
is szintetizaltam, hogy megvizsgaljam, a ciszteinek kozotti tdvolsdg novelése milyen hatassal van a
receptorcélzasra. Az analogok megépitése utan egy tanulmany alapjan kivalasztottam két olyan, MD
szimulacios vizsgalat alapjan feltérképezett peptidrészletet (GWWNPT, GYYNPT), amelyrol
megéllapitottik, hogy kotddnek HER2 receptorhoz [2]. Igy ezeket kombinaltam a fentebb emlitett
alaninnal helyettesitett analoggal. A variansokhoz 5,6-karboxifluoreszceint kapcsoltam mint
fluoreszcens jelolémolekulat. Az in vitro sejtbejutdst aramlasi citometriaval vizsgaltuk MDA-MB-453
HER2+ human emldkarcinoma sejteken.

Az eredményekbdl megallapithatd, hogy a KCCYSL analogok esetében a ciszteinek kozotti tavolsag
novelése rontja a peptid in vitro internalizacidjat, mig a tobbi analognal a sejtfelvétel mértéke kozel
azonos volt az eredeti peptidével. A szerin tartalmi variansoknal jobb oldékonysagot tapasztaltunk. A
KAAYSL és a GWWNPT/GYYNPT peptidek kombinacidjanak sejtfelvétele mar kis koncentracio
értéknél is kimagaslé volt, az egyedi komponensekhez képest. Ezen eredmények alapjan tervezziik a
szerin tartalmu KCCYSL analégok és a GWWNPT/GYYNPT peptidek kombinacidjanak szintézisét,
illetve tumorellenes hatéanyaggal valdé konjugatumok eldallitasat kiilonb6z6 enzimlabilis spacereken

keresztiil.

[1] Karasseva, N.G., et al.; J. Prot. Chem., 21, 287-296 (2002)
[2] Geng, L., et al.; Theranostics, 6, 1261-1273 (2016)
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Breast cancer is one of the most leading causes of death worldwide. In 20% of all cases human
epidermal growth factor receptor 2 (HER2/ErbB2) is found on breast cancer tissues. The overexpression
of HER2 leads to, aggressive course of disease. Recently, targeted tumor therapy is a promising research
area that is based on the increased selectivity of antitumor drug attached to a targeting molecule, which
binds to tumor-specific receptor. Since HER2 might be a good target to prevent tumor growth, current
researches are directed to discover new HER2 targeting peptides by phage displays and molecular
dynamic (MD) simulations.

In my research KCCYSL peptide selected by phage display [1] as well as two peptides (GYYNPT,
GWWNPT) that bind selectively to HER2 according to MD modeling [2] were chosen to study their
cellular uptake by HER2+ cancer cells. Furthermore, the role of cysteines in KCCYSL peptide were
investigated. Cysteines were replaced by alanines, serines. In addition, thiol groups were protected with
Acm group to prevent potential oxidation. Two glycine containing analogs were also developed to study
the effect of the distance between the two cysteines on the selectivity. The two types of peptide sequence
were combined (KAAYSLGXXNPT, where X =Y or W), too, to increase the biological activity All
compounds were labeled with 5(6)-carboxyfluorescein on their N-terminus. The in vitro cellular uptake
was measured by flow cytometry on MDA-MB-453 HER2+ human breast cancer cell line.

The results indicated that the increased distance between the Cys residues decreases the cellular
uptake, while the amino acid replacements have no significant influence on it. However, the serine
containing analogs had better solubility than the other derivatives. The in vitro internalization of the
combined peptides was high also at low concentrations that exceeded significantly the uptake of the
unique components. Based on these results we plan to synthesize the combination of the serine
substituted KCCYSL analogs and the GYYNPT/GWWNPT peptide derivatives and the conjugation of

these peptides with an antitumor agent via different enzyme labile spacers.

[1] Karasseva, N.G.,et al.; J. Prot. Chem., 21, 287-296 (2002)
[2] Geng, L., et al.; Theranostics, 6, 1261-1273 (2016)
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7. Roviditésjegyzék

Acm acetamidometil

Boc terc-butiloxikarbonil

Bzl benzil

CF 5,6-karboxifluoreszcein

DAPI 4’-6-diamidino-2-fenilindol

DBU 1,8-diazabiciklo[5,4,0Jundek-7-¢én

DCM diklormetan

DIC N,N’-diizopropil-karbodiimid

DIEA N,N-diizopropil-N-etilamin

DMF N,N-dimetilformamid

DMSO dimetilszulfoxid

DNS dezoxi-ribonukleinsav

EGF-R epidermalis novekedési faktor receptor

ESI-MS elektrospray-ionizacios tomegspektrométer

EtOH etanol

FACS fluorescence-activated cell sorter (aramlasi citométer)
Fmoc 9-fluorenil-metoxikarbonil

GnRH-R gonadotropin-releasing hormon receptor

HER/ErbB human epidermalis novekedési faktor receptor

HER1 human epidermalis niivekedési faktor receptor 1-es tipusa
HER2 human epidermalis novekedési faktor receptor 2-es tipusa
HOBt 1-hidroxibenztriazol

HPLC nagy hatékonysagu folyadékkromatografia

KCN kalium-cianid
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MAPK mitogén aktivalt protein kindz

MBHA 4-metil-benzilhidrilamin (gyanta)

MD molekula dinamika

OBOC one bead, one compound peptide library
P25 CKTIYYLGYYNPNEYRY kodja

P51 CDTFPYLGWWNPNEYRY kodja

p6.1 KCCYSL kodja a fag kdnyvtarban

PFA paraformaldehid

RP-HPLC forditott fazisu nagy hatékonysagu folyadékkromatografia
SPPS szilardfazisu peptidszintézis

'‘Bu terc-butil

TFA trifluorecetsav

TIS triizopropil-szilan

Trt tritil

uv ultraibolya

VEGF-R vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor
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9. Fiiggelék

Kromatogramok és spektrumok

CF-Lys-Cys-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH:
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1. dbra. A tiszta CF-KCCYSL-NH; analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja

Intens.
x10

1.254

0.754

0.50

0.00+

A molekula vart tomege:

bbb Bt bt e brbree

100 200

mért tomege:

2+
537.36

Y RO RV

Sorsash

hl

1+
1073.32

300 400 500

2. abra. A tiszta CF-KCCYSL-NH2 MS spektruma

[M+H]*: 1072,9 Da

[M+H]*: 1072,8 Da
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CF-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-NH>
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3. abra. A tiszta CF-KAAY SL-NH; analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja

Intens
x10°

2.5 505.45

2.0

1.5

0.5
1+
1008.43

0.0 Manboadbbte, :L.L \ ol
200 400 600 800 1000

4. dbra. A tiszta CF-KAAYSL-NH; MS spektruma

A molekula vart tomege: [M+H]*: 1007,8 Da

mért tomege: [M+H]*: 1008,4 Da

miz



CF-Lys-Cys-Gly-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH:
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5. abra. A tiszta CF-KCGCYSL-NH; analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja
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x10° 565.91
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6. abra. A tiszta CF-KCGCYSL-NH; MS spektruma

A molekula vart tomege: [M+H]": 1129,9 Da

mért tomege: [M+H]*: 1129,8 Da

m/z



CF-Lys-Cys-Gly-Gly-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH:
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7. abra. A tiszta CF-KCGGCYSL-NH; analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja
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x10° 594.01

5.01

4.0

3.01

2.0+

1.0

0.0 Ak M
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 m/z

8. dbra. A tiszta CF-KCGGCYSL-NH; MS spektruma

A molekula vart tomege: [M+H]*: 1186,0 Da

mért tomege: [M+H]*: 1186,0 Da



CF-Lys-Cys(Acm)-Cys(Acm)-Tyr-Ser-Leu-NH;
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9. abra. A tiszta CF-KC(Acm)C(Acm)YSL-NH; analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja
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10. dbra. A tiszta CF-KC(Acm)C(Acm)Y SL-NH; MS spektruma

A molekula vart tomege: [M+H]*: 1214,5 Da

mért tomege: [M+H]*: 1214,0 Da
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CF-Lys-Cys-Ser-Tyr-Ser-Leu-NH:
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11. abra. A tiszta CF-KCSYSL-NH; analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja
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12. abra. A tiszta CF-KCSYSL-NH; MS spektruma

A molekula vart tomege: [M+H]*: 1056,7 Da

mért tomege: [M+H]": 1056,4 Da



CF-Lys-Ser-Cys-Tyr-Ser-Leu-NH:
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13. abra. A tiszta CF-KSCYSL-NH; analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja
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14. abra. A tiszta CF-KSCYSL-NH; MS spektruma

A molekula vart tomege: [M+H]*: 1056,7 Da

mért tomege: [M+H]": 1056,4 Da

miz



CF-Lys-Ser-Ser-Tyr-Ser-Leu-NH>
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15. abra. A tiszta CF-KSSYSL-NH; analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja

ntens =
x10° 5215

6 -

4]

1+
10415
2
0 : : QoS : : :
200 400 600 200 1000 1200 1400 miz

16. dbra. A tiszta CF-KSSYSL-NH; MS spektruma

A molekula vart tomege: [M+H]*: 1040,8 Da

mért tomege: [M+H]*: 1040,5 Da



CF-Gly-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Thr-NH;
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17. abra. A tiszta CF-GYYNPT-NH; analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja
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18. abra. A tiszta CF-GYYNPT-NH; MS spektruma
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CF-Lys-Ala-Ala-Tyr-Ser-Leu-Gly-Trp-Trp-Asn-Pro-Thr-NH:
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19. abra. A tiszta CF-KAAYSLGWWNPT-NH; analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja
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20. abra. A tiszta CF-KAAYSLGWWNPT-NH, MS spektruma

A molekula vart tomege: [M+H]*: 1750,6 Da

mért tomege: [M+H]*: 1750,6 Da
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21. abra. A tiszta CF-KAAYSLGYYNPT-NH; analitikai HPLC-vel felvett kromatogramja
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22. abra. A tiszta CF-KAAYSLGYYNPT-NH2 MS spektruma

A molekula vart tomege: [M+H]*: 1704,5 Da

mért tomege: [M+H]*: 1704,4 Da
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