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1. Bevezetés

A véarhat6 ¢€lettartam novekedésével a kronikus betegségek eldfordulasa és igy az ezek okozta
haldlozasi gyakorisdg is emelkedett. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health
Organization — WHO) adatai szerint 2016-ban a vilagon 17,2 millié Gj daganatos beteget
regisztraltak, ebbdl 8,9 milli6 ember halt meg rosszindulati daganatos megbetegedés
kovetkeztében. Egyes kutatdsok szerint a daganatos megbetegedések kovetkeztében
bekovetkezd halalozasok szama 2030-ra elérheti akar az évi 11,5 milliét is. Az Eurdpai Unidban
az ischaemias szivbetegségek utan a méasodik legtobb halalozast a daganatos megbetegedések
okozzak. Magyarorszagon is fokozatosan emelkedett a daganatos betegek szama, bar az ebbol
eredd halalozasok szama az elmult években stagnalt [1].

A daganatok kialakuldsat nemenként és életkoronként is kiilonbozd tényezok befolyasoljak.

A vilagon a legtobb halalt okozd rakos megbetegedés a tiidotumor. Masodik helyen all a
kolorektalis (vastagbél-, végbél-) daganat, majd ezt koveti az emlérdk, gyomorrdk és a
hasnyalmirigyrak [2].

Mint minden daganatos megbetegedésnél, a tiidéraknal is valamely sejttipus rendellenes
osztodasa figyelheté meg. A folyamat hosszu idén at tart, €s kezdetben nem jar tiinetekkel. A
tiid6 tumorok 85-87%-a az aktiv, 3-5%-a pedig a passziv dohanyzassal hozhat6 6sszefiiggésbe

[3]. A tiidérakos halalozasok mintegy 25%-a levegd szennyezettségének tulajdonithato.

A daganatos megbetegedések barmely szdvettipusbol kialakulhatnak, ezért nincs egy
altalanosan alkalmazhat6 gydgymod elleniik. A terapia kivalasztasa a tumor elhelyezkedésétol,
méretétdl és a beteg allapotatol is fligg. Csak az utdbbi néhany évben valt lehetdvé, hogy a
daganatokat ne csak kemoterapiaval, hanem célzottan hato készitményekkel kezeljék. Ezeket a
készitményeket azért nevezik célzottnak, mert a tumorsejt valamilyen sejtfelszini struktarajan,
receptoran keresztlil fejtik ki hatdsukat, ezzel megvaltoztatva a sejten beliili jelatviteli
folyamatokat, igy megallitva a daganat tovabbi osztodasat, novekedését [4]. Varhatoan a célzott

tumorterapia hozhat nagy attorést a daganatos megbetegedések gyogyitasaban.

2. Irodalmi attekintés



2.1 Daganatterapiak

A daganatos megbetegedésekre nincsen altalanosan alkalmazhatd gydgymod, mivel barmely
szovettipusbol kialakulhatnak. Megkiilonboztetiink jo- €s rosszindulati daganatokat: az
utobbiak létrehozhatnak attéteket a szervezet kiilonféle pontjain. Ezeket malignus
elvaltozasoknak nevezziik, szemben a joindulata benignus tumorokkal, amelyek nem adnak

attéteket.

A megfeleld kezelés kivalasztisa fligg a daganat fajtdjatol, méretétdl, és hogy milyen
stadiumban van [5]. A daganatos megbetegedések kezelése torténhet: sebészeti beavatkozassal,

sugar-, kemo-, vagy immunterapiaval.

2.1.1 A sebészeti beavatkozas

A daganatterapidban a sebészeti beavatkozas a leggyakrabban alkalmazott mddszer. Mint
minden orvosi tevékenységnek, igy egy miitéti beavatkozasnak is kelléen megalapozottnak kell
lennie. Figyelembe kell venni a diagnoézist, a tiineteket, a beteg miitéti toleranciajat. Maga a
miitét sordn nem csak a lathato rédkos szovetet tavolitjadk el, hanem azzal egyiitt bizonyos
mennyiségli ép szovetet is a feltételezheté mikrotumorok jelenléte miatt. A mutéti beavatkozast
legtobbszor sugar-, és/vagy kemoterapia eldzi meg, vagy koveti attél fliggden, hogy a tumor

méretének a csokkentése-e a cél, vagy hogy megakadalyozzak az ijabb kialakulast [3].

2.1.2 Sugarterapia

A sugarterapia a masodik leggyakrabban alkalmazott terapids eljaras. A kezelés alatt nagy
energidjl, ionizald sugarzast hasznalnak. A sugarzas az orokitd anyag (DNS) karositasa révén
gatolja a sejtosztodast. Ez a folyamat azonban nem szelektiv, az ép és a daganatos sejtek DNS-
ét is egyarant karositja. Napjainkban 4ltalaban %°Co, 1%Pd, 1%°1 sugarforrast alkalmaznak [6]. A
besugarzas torténhet kiilsé sugarforrasokbol, de torténhet a beteg szervezetében, amikor a
szovetekbe szurt tlibe helyezik el a sugarforrast.
A tlidorakos betegek esetében kiegészitd terapiaként hasznaljak, hogy megeldzzék a betegség

kitjulasat.

2.1.3 Immunterapia



Az immunterapia a fehérvérsejteket aktivalva serkenti a szervezet sajat természetes védekezd
rendszerét a daganatos megbetegedés elleni kiizdelemben. Célja a fehérvérsejtek aktivalasa,

segitése.

Az immunterapia egyik irdnyzata az aktiv vagy specifikus immunizacié. Ennek 1ényege, hogy
a beteget a sajat daganatabol készitett vakcinaval oltjak be, igy probaljak ,,megtanitani” az
immunrendszert a tumorsejtek felismerésére. Ma mar olyan szerek fejleszthet6k, amelyek a
természetes immunreakcidt befolyasoljak, igy szabalyozni képesek a sejtek novekedését. Ezt a
modszert nevezik passziv immunterapianak. Napjaink egyik legelterjedtebb és leghatékonyabb
kezelése a monoklondlis antitest terapia. Lényege, hogy az antitestek a tumorsejt felszinén
talalhat6 receptorhoz kotddnek, igy olyan folyamatok indulnak el vagy éppen gatlodnak,
amelyek a sejt pusztuldsdhoz vezetnek. Az immunterdpiat a hagyomdnyos kezelések

Kiegészitéseként szoktak alkalmazni.

2.1.4 Kemoterapia

A kemoterapiat fdleg limfoma és leukémia gyodgyitasara hasznaljdk. A beteget olyan
gyogyszerekkel (citosztatikumokkal) kezelik, amelyek a daganatos sejtek szaporodasat
gatoljak, vagy azokat elpusztitjdk. A kemoterapias szerek hatdsa nem csak a tumorsejteket
érinti, hiszen a szervezetben jelen vannak olyan szévetek (szdj-, és bélnyalkahartya, csontvel?),
amelyek normadl élettani koriilmények kozott is gyorsan és folyamatosan osztddnak. A
leggyakoribb mellékhatasok: hanyinger, hanyas, étvagytalansag, gyengeség, hasmenés,
hajhullas. Tovabbi mellékhatas lehet a vérzékenységre, fertézésekre vald fokozott hajlam,
hiszen a terapias szerek a csontveldt is kéarositjak. Sokszor jobb eredmény érhetd el, ha tobb,
kiilonb6z6 tumorellenes szert egyiitt alkalmaznak. Ezt az eljarast kombinalt kemoterapias

kezelésnek nevezik.

A citosztatikumok hatdsmechanizmusuk alapjan a kovetkez6 csoportokba sorolhatdak:
o alkilezOszerek: a DNS replikaciot gatoljak gy, hogy a DNS lancok kozott
keresztkotéseket alakitanak ki (pl: ciszplatin, melfalan)
e antimetabolitok: A DNS szintézishez sziikséges enzimek miikodését, vagy az
anyagcserefolyamatokat gatoljak (pl: metotrexat)
e antibiotikumok: interkalaciés komlexet képeznek a DNS-sel (pl: daunomicin,
doxorubicin)

e antimitotikumok: gatoljak a mitotikus orsé kialakulasat (pl: vinkrisztin, vinblasztin)



Eltérd hatdsmechanizmusuk miatt gyakran alkalmazzdk ezeket a citosztatikumokat
kombinalva, igy novelve a hatékonysagot. Mivel a vérarambdl hamar kitirlilnek, ezért nagy

dozisban kell 6ket alkalmazni, ezzel fokozodnak a toxikus mellékhatasok.

2.2 Daunomicin

A daunomicin (Dau) az antraciklinek csaladjaba tartozo hatoanyag: {(7S,9S)-9-acetil-7-
[(2R,4S,5S,6S)-4-amino-5-hidroxi-6-metiloxan-2-ilJoxi-6,9,11-trihidroxi-4-metoxi-8,10-
dihidro-7H-tetracén-5,12-dion} (1.dbra). Az antibiotikumok csaladjaba sorolhatd citotoxikus

gyogyszerek kozé tartozo vegyiilet.

> aglikon rész

> L-daun6zamin

NH,

1.dbra A daunomicin szerkezeti képlete

Az antraciklinek kémiai szerkezete: tetraciklusos gylirlis vaz, amihez aminocukor és egy alkil-
oldallanc kapcsolodik. A két kdzépsé gylrin kinon/hidrokinon csoport talalhato, ezeknek
elektronkiildd szerepiik van, illetve aktiv gyokok (pl. hidroxil-gyok) képzését teszik lehetdvé
[7]. A sugargombak kozé tartozo Streptomyces peucetius baktériumbol nyerik ki a daunomicint
[8]. Fizikai tulajdonsagai a kovetkezOk: voOrds, szagtalan, mard hatasu, kristalyos anyag,
hidroklorid s6 forméjéban hozzék forgalomba. A daunomicin kélcsdnhatasba 1ép a DNS-sel és
interkalacio utjan fejti ki hatasat. Fdleg guanin-citozin nukleobazisok kozé ékelddik,

megakadalyozva a transzkripciot. A DNS replikacioban szerepet jatszd helikdz enzim



aktivitasat is befolyasolja, és a topoizomeraz-1l enzimmel stabil komplexet képezhet. Ennek

eredményeképp, a DNS szintézisét, ezzel egylitt pedig a sejtek osztdodasat is gatolja.

Orvosi alkalmazisa: 60-90 mg/m? haromhetente, intravénasan, fOleg az akut limfoid
leukémidban szenvedd betegeknél. A kezelések soran alkalmazott dozis befolyasolja a

hatasmechanizmust is.

A daunomicin az egészséges sejtekre is hatassal van, mellékhatasai lehetnek példaul a hajhullas,
hanyinger, hanyas, hasmenés, étvagytalansag, kardiotoxicitas. Annak érdekében, hogy a karos
mellékhatasokat elkeriiljék és noveljék a tumorspecifitast, a daunomicint oligopeptidekhez (pl:
GnRH) [9] és polimerekhez (pl: HPMA) [10] konjugaljak. A daunomicinnek két konjugalasra
alkalmas funkcios csoportja van: az oxim- vagy hidrazon-kotés kialakitasara a 13-as C-atomjan
talalhato oxocsoport; és az amid-kotés kialakitasara a daundzamin cukorgylriin talalhato

aminocsoportja (2.abra)

oxim-  vagy

hidrazon-kotés

amid-kotés

OH __—

NH>

2. abra A daunomicin konjugalasra alkalmas funkciés csoportjai

A cukorrész aminocsoportjan létrehozott konjugacié nem kedvezd (amennyiben abbdl a szabad
hatdanyag nem szabadul fel), mivel ebben az esetben a konjugatum biologiai hasznosithatésaga
lecsokken. A hidrazon-kotés bazisokkal szemben stabil (pH<S esetén bomlik), ezért a szabad
daunomicin a lizoszomakban konnyen felszabadul, ott ugyanis enyhén savas kornyezet van (pH
~ 4,5). A savlabilitasa a konjugatumok eldallitasat megneheziti szemben oxim-kotéssel, ami
stabil és konnyen kialakithato [11]. A kotés kialakitdsa érdekében a peptidlanchoz
aminooxiecetsavat (Aoa) kapcsolnak, amely alkalmas arra, hogy a daunomicinnel

kemoszelektiv ligacids eljarasban oxim-kotést alakitson ki. Ez a kotés kialakitas, illetve a



keletkezett konjugatumok tisztitasa konnyen megvalodsithato. A lizoszomaban a konjugatumbol
felszabadulo aktiv metabolit (a Dau=Aoa-Xxx-OH, ahol Xxx az az aminosav, amelyhez az
aminooxiecetsav kapcsolodik) kevésbé hatékony bioldgiai vizsgalatokban, mint a szabad
hatéanyag, de alkalmas arra, hogy a megfelel6 peptideket kivalasszuk, amelyek szerkezete
tovabb médosithaté hatékonyabb konjugatumok eldallitasa érdekében. igy a munkam sorén a

daunomicint oxim-kotéssel konjugaltam peptidekhez.

2.3 Célzott tumorterapia

A célzott daganatterapia az 1990-es években keriilt elétérbe. A célzott — més néven iranyitott —
tumorterapia lényege, hogy a citosztatikumokat szelektiven juttatjak a daganatos sejtbe, ezzel
csokkentve az egészséges sejtekben a toxicitast, a kemoterapia stilyos mellékhatasait, javitva
ezzel a betegek életmindségét. Kutatasok soran szamos olyan receptort talaltak, amelyek a
tumorsejtek felszinén nagyobb mennyiségben termelddnek, talexpresszalédnak. Ha a
hatéanyagot olyan molekulakhoz kapcsoljak, amelyek specifikusan ezekhez a receptorokhoz
kotddnek, akkor szelektiven juttathatjak be azokat a tumorsejtbe. Sejtfelszini molekuldk
lehetnek példaul a sejtek mitkodésében szabalyozd szerepet jatszo peptidek vagy fehérjék
receptorai [12].

Iranyitott tumorterapiara alkalmasak a hatéanyag szallité rendszerek (3. dbra). Ezek egy
hordozdbdl, egy iranyitd egységbdl és a hatdoanyagbol allnak. A hordoz6 altalaban oligo-, és
polipeptid, iranyitd molekulak lehetnek cukrok, antitestek vagy receptor ligandumok, példaul

peptidek. Néha az iranyit6 és a hordozo szerepét ugyanaz a molekula tolti be [13].

receptor-medialt
hatbanyag ~1Tanylto endocitozis
molekula

_—
linker.-"gpac;‘ v
ool

A

3. abra A célzott tumorterapia hatismechanizmusa a tumorsejtben [9]
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Tobb olyan sejtfelszini receptor létezik, ami a tumorsejtekben taltermelddik ¢és nagy

mennyiségben jelennek meg a sejtek felszinén. Ezeknek a receptoroknak a ligandumai

alkalmasak tumorellenes hatbanyagok célzott sejtbejuttatasara. A hatdbanyag és a peptid olyan

kémiai kotéssel kapcesoldodik egymashoz, amely biztositja egy aktiv metabolit vagy a szabad

hatdéanyag felszabadulasat [12]. A konjugatum a tumorsejtek felszinén talalhatod receptorhoz

kotodik, meggatolva ezzel, hogy a receptorok sajat szubsztratjukhoz kdtédve a sejt osztodasat

fokozzak. A konjugatumok a receptorhoz kotédve receptor-medialt endocitdzissal jutnak be a

sejtbe, a lizoszomaban degradalodnak, és a felszabaduld hatdanyag vagy annak aktiv

metabolitja fejti ki hatasat [9]. El6ny, ha az iranyitdo molekula egyben tumorellenes hatéssal is

rendelkezik.

2.4 Fag konyvtar

Manapsag a fag konyvtarak egyre nagyobb jelent6séggel birnak, hiszen az un. fag bemutato

rendszer olyan in vitro vagy in vivo
molekularis biologiai technika, amelynek
soran a fag felszinén olyan peptidek
illetve fehérjék allithatok eld, amelyek
sejt-, vagy szovetspecifikusak (4. abra).

Legtobb esetben helyspecifikus
mutagenezisen alapuld eljarassal peptid
konyvtarakat hoznak létre és tesztelik,

hogy kotédnek-e vagy

receptorhoz

antigénhez.

Fag-fehérje konyvtar

@? In vitro szelekcié
kikotott célmolekulan

e Nemkats Kionok
eltavolitasa mosassal

A funkcidképes klonok elvalasztasa

és felszaporitasa baktérium sejtekben

Aciklus 4. abra A fag bemutat6 rendszer H

konyvtél' feluuoul TUIINVIVAG NS niviivnvaii I

A modszer antitestek termelésére alkalmas, hiszen a fag konyvtarakkal elérhetd lehetséges

kombinaciok szama kozel azonos az €16 szervezetben eléforduld kombinéacidk szamaval. A fag

konyvtar lehetéséget biztosit a kiilonb6zd tulajdonségokkal és kotédési képességekkel

crer

szekvenciat kapcsolnak, igy az egyes fagok felszinein mds aminosavsorrendi peptid jelenik

meg. Minden fag csak egyfajta fehérjevaridns génjét hordozza. Biologiai hatds szempontjabol

megfeleld fag-fehérje varidnsokat, a megfeleld gén szekvenalasaval azonositjak.

A PC5-54 (WPLHTSVYPPSP) peptidet a CL1-5 tiidétumorsejtre vald specifikussag alapjan

fedezték fel. A PC5-54 szekvenciat mutato fagokat tiido- és szajrak-xenograftokbol izolaltak in

11




vivo fagbemutatassal. Kutatasok soran kimutattak, hogy ez a peptid specifikusan kotédik a
tiidorak tumorsejtjeihez. A kotddési vizsgalatok alapjan kijelenthetd, hogy a PC5-54 peptid

potencialis iranyité molekula lehet célzott tumorterapias kezelésekben [14].
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3. Peptidszintézis
3.1 A szilardfazisa peptidszintézis elve

A peptidek eléallitasanak két formaja ismert: az oldatfazisu szintézis, amit napjainkban egyre

ritkabban alkalmaznak, és a szilardfazist peptidszintézis (SPPS).

Ez utébbi mddszert Robert Bruce Merrifield dolgozta ki az 1960-as években [15]. Lényege,
hogy egy szilard hordozora kozvetleniil kapcsolunk aminosavszarmazékokat. A peptid
felépitésekor a C-terminalis feldl haladunk az N-termindlis felé. Ez torténhet 1épésenként
(stepwise), amikor az aminosavakat egyesével ¢épitjik be a peptidlancba, illetve
fragmenskondenzacioval, amikor kisebb védett vagy részlegesen védett lancokat kapcsolunk
Ossze a gyantan [16].

A szilardfazisu peptidszintézis soran a peptid egy szilard, oldhatatlan hordozéhoz van
kapcsolva addig, amig be nem fejezddik a szintézise. A szilard hordozo egy stabil, oldhatatlan
polimer, amin funkcids csoportok talalhatéak. A funkcids csoporton keresztiil tud kapcsolodni
a C-terminalis feldli elsé aminosav a gyantdhoz. Az atmeneti véddcsoport eltavolitdsa utdn a
kovetkezd védett és karboxilcsoportjan aktivalt aminosav-szdrmazék hozzakapcsolhatd a
peptid szabad aminocsoportjadhoz. Ezeket a 1épéseket ismételve gyorsan felépithetd az adott
peptidlanc. A kész peptidrdl el kell tavolitani az allandd véddcsoportokat, amit egy 1épésben
hajtanak végre a gyantardl valo lehasitassal. A hasitas soran a fétermék mellett tobb-kevesebb
melléktermék (pl. hibds, hidnyos szekvencidk) is megtalalhato, ezért kiilonféle tisztitasi
eljarasokat kell alkalmazni a tiszta peptid eléallitasa érdekében [17]. A leghatékonyabb
tisztitasi eljaras a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC).

Az SPPS nagy eldnye az oldatfazisu szintézissel szemben, hogy gyorsabb, mert nem Kkell
minden szintézis 1épés utan tisztitani, illetve automatizalhato az eljaras. Hatranya viszont, hogy
a szintézis sikerességéhez minden aminosav kapcsoldsanak legalabb 99,5%-o0s konverzidval
kell lezajlania, vagyis a védett aminosav-szarmazékokat nagy feleslegben kell alkalmazni, hogy

viszonylag j6 mindségii nyerstermékhez jussunk.

3.1.1 A szilardfazisu peptidszintézis stratégiai, védocsoportok szerepe

cres

crer
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Boc/Bzl stratégia: az aminosavak a-aminocsoportjanak védelmét terc-butiloxikarbonil (Boc)-
csoport latja el, az oldallancok véddécsoportja pedig altalaban benzil tipust (Bzl) véddcsoport,

illetve annak szarmazékai.

A Boc véddcsoport mar kozéperds savakkal is lehasithatd, de nukleofilekkel és lugokkal
szemben stabil. Lehasitasa 30-50% trifluorecetsav (TFA)/diklormetan (DCM) hasitéeleggyel
torténik, kortilbeliil 30 perces reakcididével. A Boc-csoport lehasitasakor az a-aminocsoport
sot képez a trifluoracetattal, ezért semlegesiteni kell. A semlegesités 5-10%-0S N,-
diizopropiletilamin (DIEA)/DCM elegyével torténik. A szintézis befejezésével a peptidet a
gyantarol er0s savakkal (pl: HF, TFMSA) lehet eltavolitani, igy az allandé oldallanc-
véddcsoportok is lehasadnak. Savas kornyezetben, oxidacidra és alkilezddésre hajlamos
aminosavakat (Trp, Cys, Met, Tyr) tartalmaz6 peptidek esetében specidlis gyokfogot és

redukaldszereket is alkalmaznak, hogy a mellékreakciokat csokkentsék.

Fmoc/'Bu stratégia: az atmeneti védGcsoport szerepét a 9-fluorenilmetoxikarbonil (Fmoc) tolti
be, az oldallancok védelmét pedig terc-butil (‘Bu) tipusu csoportok latjak el. Az Fmoc
véddcsoport bazisokra (elsdsorban szerves szekunder aminokra) érzékeny, igy hasitasara 20-
55%-o0s piperidin/DMF oldatot alkalmaznak. A hasitas kozben dibenzofulvén keletkezik, ami

igen reaktiv, azonban a piperidinnel stabil vegyiiletet képez.

Kisérletek bebizonyitottak, hogy a 2% piperidin, 2% 1,8-diazabiciklo[5,4,0]-undek-7-ént
(DBU) tartalmaz6é DMF oldat a leghatékonyabb elegy az Fmoc-csoport eltavolitasara. Ebben
az esetben a hasitds gyorsabbnak bizonyult, illetve térgatlas esetén is hatékonyan hasitja le az
atmeneti védOcsoportot, ¢és az enantiomerizacio valosziniségét is csokkenti [16].
A modszer eldnye a Boc/Bzl stratégiaval szemben, hogy a savakra érzékeny aminosavak (Trp,

Cys, Met, Tyr) oxidacidja és alkilezddése jelentdsen csokkenthetd.

A 'Bu tipust oldallanc védbcsoport eltdvolitasa a gyantarol valé hasitassal egyidejiileg torténik
trifluorecetsavval. A hasitasi reakcid soran ebben az estben is karbokationok keletkeznek, ezért

kation befogokat és redukaloszereket alkalmaznak, ilyen a viz, illetve a triizopropil-szilan
(TIS).

3.1.2 A gyanta

A gyantan olyan funkcids csoportok talalhatok, amikhez hozzakapcsolhaté az eldallitando

peptid C-terminalis feloli elsé aminosavjanak karboxilcsoportja. Az elsd gyanta klormetil
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funkcioés csoportokat tartalmazo polisztirén 1,4-divinilbenzol kopolimer volt, amit Merrifield
fejlesztett ki [18].

A gyanta kivalasztasakor szamos szempontot kell figyelembe venni, ilyen példaul a
szemcseméret, mechanikai stabilitas, tovabba fontos, hogy ne 1épjen reakcidba a szintézis soran
alkalmazott reagensekkel és oldoszerekkel, sziirhetd legyen, illetve jol duzzadjon az
oldészerekben. Ma mar tobbféle gyantat lehet megkiilonboztetni, példaul peptid-amidot,
peptid-észtert, peptid-alkoholt, peptid-tioésztert, peptid-aldehidet eredményezé gyantat
aszerint, hogy a peptid hasitasa utan a peptid C-terminalisan milyen funkcids csoport kialakitasa
a cél. Biologiai kutatasokhoz altalaban peptid-amidokat hasznalnak, mert ezeknek a legjobb a

stabilitasa.

Emellett a gyantdk fontos jellemzdje még a kapacitasuk. Nagy kapacitasu gyantat alkalmaznak
kisebb, lineéris peptidek felépitéséhez, mig kis kapacitdsut a hosszabb eldgazd peptidek
szintéziséhez hasznalnak. Napjainkban a legelterjedtebb gyantak: 4-metil-benzhidril-amin
(MBHA), Rink Amide MBHA [4-(2,4-dimetoxi-fenil-aminometil)-fenoxiacetamido-norleucil-
MBHA], és Wang (4-alkoxibenzilalkohol) gyanta.

Me

L

MeO (0]

OMe

5.dabra Az altalam hasznalt Fmoc-Rink Amid MBHA gyanta
(Forras: http://www.spps-resin.com/en/product/Rink-Amide-MBHA-resin.html)
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3.1.3 A peptidkotés

A peptidkotés kialakitdsakor a gyantdhoz kotott szabad N-termindlisu és a védett,
karboxilcsoportjan aktivalt aminosav-szarmazék 1€p reakcidba egymassal. Az aktivalas
eléallithato a reakcio el6tt is, vagy In situ a reakcidelegyben. Ilyenkor aktiv észter alakul ki, ez

az ugynevezett in situ aktiv-észteres kapcsolas (6. abra).

Vi
N—C=—HN + ¥=——NH=—CH—C
< > {> [\
l R OH
OO
/

¥Y—NH—CH—C

¥Y—NH—CH—C

3y OO

6. dbra. Az in situ észter képzodése

Az aminosav-szarmazékok felkapcsolasa torténhet karbodiimidekkel, példaul N,N’-
diizopropilkarbodiimiddel (DIC) vagy N,N’-diciklohexilkarbodiimiddel (DCC), illetve 1-
hidroxi-benzotriazollal (HOBt) N-metil-pirrolidon (NMP), vagy DMF oldészerben oldva
(1.tabldzat) [19]. E18bbit az Fmoc/'Bu technikanal alkalmazzak, mig a DCC a Boc/Bzl stratégia
6 kapcsoloszere. A reakciokor az aminosav 1-hidroxi-benztriazol aktiv észtere keletkezik, ami
acilezi a szabad N-terminalist. Melléktermékként N,N -diciklohexilurea (DCU), illetve N,N'-
diizopropilurea (DIU) johet 1étre. A DIC vagy a DCC és a védett aminosavszarmazék kozott

O-acilizourea keletkezik, ami gyors reakcioban reagal a HOBt aktiv észter képzdvel.

1.tablazat. A peptidszintézis sordn hasznalt kapcsoloszerek

16



Kapcsoloszer Képlet

N

HOBt N
N
OH

CHs

CHs
DIC
A ’I\CH3

HsC”~ “N=C=N

3.1.4 A kapcsolasi reakciok kovetése

A szintézis soran a kapcsolasi reakciok sikerességét mindig nyomon kell kdvetni annak
érdekében, hogy elkeriiljiik a hidnyos szekvenciakat. Ezt ninhidrin-, vagy mas néven Kaiser-
teszttel tehetjilk meg oly modon, hogy a gyantaszemekhez par csepp ninhidrin-, KCN-, és fenol-
oldatot csepegtetiink, majd 3-5 percig melegitjiik 104 °C-on. Amennyiben sikeres volt a
kapcsolds, akkor a gyantaszemek sadrgdk maradnak, tehat nincs jelen szabad aminocsoport. Ha
viszont a teszt kék szint eredményez, az szabad aminocsoport jelenlétére utal, vagyis a
kapcsolas sikertelennek szamit (7. dbra) [20]. A mddszer nagyon érzékeny, hiszen mar 1%

szabad aminocsoportnal is intenziv kék szinreakciot mutat.

0] 0]
+ H,0 OH
Q0 —]—
- H,O OH
(0] 0]

indan-1,2,3-trion ninhidrin hidréat
O OH o
OH
2 + N H2 —R —_— N
OH
O 0 0

7. abra Kaiser-teszt
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Ha prolinhoz kapcsolunk aminosavat, akkor a teszt elvégzéséhez hasznalt reakcioelegy mellé a
gyantaszemekhez 1 csepp izatin-oldatot is kell adnunk. Ezt azért alkalmazzuk, mert a prolin
egy iminosav, aminocsoportja gylriibe zarodik, igy a termék szine ugyanolyan sarga, mint a
gyanta, hidba reagal ninhidrinnel (8. dbra). Sikertelen kapcsolasnal a gyantaszemek

vOrdsesbarnara szinezédnek az izatin hatasara (9 dbra) [21].

0
2 o - 2H,0
* HoN* +C0O;
o}

COO~

8.abra Prolin reakcidja ninhidrinnel

O 0
(o - o] —= @[,&@
N N

R R

9.abra Prolin reakciodja izatinnal
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4. Ceélkituzések

Munkam célja olyan peptidanalogok szintézise és konjugalasa volt, amelyek potencialis
iranyitd molekulak lehetnek a célzott tumorterapiaban. A konjugatumokkal végzett vizsgalatok
hozzajarulhatnak ahhoz, hogy a jovdében tiidétumor elleni gyogyszereket allitsanak eld. A
kiilonboz6 hosszusagu peptidek segitségével tanulményozni kivanjuk az optimalis iranyitdshoz

sziikséges lanchosszat.

Céljaim kozt szerepelt:

e Négy kiilonbozé hosszisaghi aminooxiacetilezett peptidszarmazék eldallitasa Fmoc-
Rink Amid MBHA gyantan Fmoc/'Bu stratégiaval, Katepszin B enzimlabilis spacer
(LRRY) hozzaépitésével.

o >=A0a-LRRY-WPLHTSVYPPSP-NH;
o >=A0a-LRRY-VYPPSP-NH;

o >=A0a-LRRY-TSVYPPSP-NH:
o >=A0a-LRRY-LHTSVYPPSP-NH:

o Az eldallitott peptidszarmazékok lehasitasa gyantarol.

e Anyers peptidek tisztitasa.

o Az enzimlabilis spacert tartalmazo peptidszarmazékok konjugalasa daunomicinnel.

e A konjugatumok tisztitasa, azonositésa.
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5. Eredmények

Celkitizéseimnek megfeleléen kisérleti munkdm soran kiilonféle peptidkonjugatumok
szintézisével foglalkoztam. Ezek a konjugdtumok hatéanyag iranyitott célbajuttatasara
alkalmazhatéak. Tiidétumorra specifikus fagbemutatassal kivalasztott peptid €s annak
roviditett valtozatainak konjugatumait allitottam el6. Eldszor az aminooxiacetilezett peptid-
szarmazekokat épitettem fel szilardfazisu peptidszintézissel majd ezt kovetden a

peptidszarmazékokhoz oxim-kotésen keresztiil daunomicint konjugaltam oldatban.

Tehat az eléallitds harom részbdl tevodik dssze:
1. A fag konyvtarbol kivalasztott peptid és szarmazékainak felépitése
2. A nyers peptidek tisztitdsa, azonositasa
3. A peptidek konjugalasa daunomicinnel
4

A konjugatumok tisztitasa és azonositasa

A peptideket szilardfazisi peptidszintézissel, manualisan végeztem, Fmoc/'Bu stratégiat

alkalmazva.

5.1. A fag konyvtarbol kivalasztott WPLHTSVYPPSP peptid és analogjainak

szintézise, konjugalasa

5.1.1 Az Aoa-LRRY-WPLHTSVYPPSP-NH:, az Aoa-LRRY-VYPPSP-NH:, az
Ao0a-LRRY-TSVYPPSP-NH2, és az Aoa-LRRY-LHTSVYPPSP-NH: peptidek

szintézise

A peptidek szintézisét Fmoc-Rink Amid MBHA gyantdn végeztem manualisan, Fmoc/'Bu
stratégiaval. Elsd lépésként a gyantdn talalhatd Fmoc-véddcsoportot tavolitottam el 2%
piperidin —2% DBU/DMEF elegyével, majd Iépésenként épitettem be a védett aminosav-
szarmazekokat DIC/HOBt aktivalo reagensek felhasznaldsaval. A kapcsolasi reakcidkban az
aminosavszarmazékokbol €és a kapcsold reagensekbdl a gyantakapacitasra szdmolt harom
ekvivalens mennyiséget alkalmaztam. A kapcsolds, illetve a hasitds sikerességét minden
esetben Kaiser-teszttel ellendriztem. A szekvenciaban talalhato Fmoc-Val-OH beépitése utan a
gyantait négy egyforma részre osztottam: haromnegyed részt félreraktam késébbi
tovabbépitésre, egy negyed részén pedig megépitettem a fagbemutatassal kivalasztott

szekvencian alapuld referencia peptidet. A félretett haromnegyed részt a roviditett
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szekvencidknak megfelelden megépitettem, hozzaépitve az LRRY tetrapeptid spacert és az
izopropilidén védett aminooxiecetsavat. A kész peptideket 95% trifluorecetsav (TFA), 2,5%
desztillalt viz és 2,5% triizopropil-szilan (TIS) elegyével hasitottam a gyantar6l. A hasitoelegy
hatasara a véd6csoportok is lehasadtak. A hasitasi reakcid letelte utan a peptideket éterben
kicsaptam a hasitd elegybdl, majd a centrifugalast kovetden acetonitril/viz elegyében
feloldottam. A kapott nyersterméket folyékony nitrogénben lefagyasztottam liofilizalashoz. Az
igy kapott szilard liofilizadlt nyers termékeket forditott fazisi nagy hatékonysagu
folyadékkromatografiaval (RP-HPLC) tisztitottam,

5.1.2 Az aminooxiacetilezett peptidek konjugalasa daunomicinnel

A tisztitott peptideket liofilizalas utan 0,2 M NH4OACc pufferben (pH = 5,5) oldva 4 ekvivalens
mennyiségii metoxiaminnal reagaltattam, igy eltavolitottam az aminooXiecetsavrol az
izopropilidén csoportot. Ezutan félpreparativ RP-HPLC-n tisztitottam és a tiszta peptidekhez
két ekvivalens mennyiségli daunomicint adtam. A konjugalas szobahdmérsékleten, allando
kevertetés mellett egy éjszaka alatt lejatszodott. Nem minden esetben volt sikeres a konjugalas,
ezért meta-feniléndiamin-dihidroklorid katalizatort adtam az elegyhez, igy elég volt 3 orat
kevertetni és a reakciom kozel 100%-o0s konverzidval lejatszodott. A reakcid soran oxim-kotés

alakult ki a szabad aminooxiacetil-csoport és a daunomicin 13-as C-atomja kozott (10. dbra).

o}

(lk Leu-Arg-Arg-Tyr-R R: -WPLHTSVYPPSP-NH:

-VYPPSP-NH:2
-TSVYPPSP-NH;

-LHTSVYPPSP-NH,

10. abra Az eldallitott konjugdtumok

A konjugalas teljes lejatszodéasa utan a termékeket forditott fazisu RP-HPLC-vel tisztitottam,
majd tomegspektrometridval azonositottuk, tisztasdgukat analitikai RP-HPLC-vel ellendriztem

(2. tabldzat).
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2. tablazat A konjugatumok analitikai adatainak 6sszefoglalasa

Vegyiilet Rt (perc) Mszamort (D) Mmért (D)
Dau:Aoa-LRRYI;IVQIIZPLHTSVYPPSP- 23.8 2549.78 255021
Dau=Ao0a-LRRY-VYPPSP-NH> 21,6 1828,43 1827,99
Dau=Ao0a-LRRY-TSVYPPSP-NH: 21,4 2017,22 2016,51
Dau=Ao0a-LRRY-LHTSVYPPSP-NH> 21,4 2266,65 2266,84

A tablazat a Fiiggelék 1-8. 4brai alapjan késziilt.
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6. Kisérleti rész

Szakdolgozati munkam soran a peptideket szilardfazist peptidszintézissel, manualisan,
Fmoc/'Bu stratégidval allitottam el6. Ennek a protokolljat az aldbbi tablazatban foglaltam 6ssze
(3. tablazat).

3. tabldzat. Az Fmoc/'Bu stratégia protokollja

Miivelet Miivelethez h:}sznalt Idétartam (perc)
reagens/oldoszer
Mosas DMF 3x1
Fmoc-csoport 2% piperidin-2% DBU/DMF 242+5+10
hasitasa
DMF 3x1
Mosas
DCM 2x1
Hasitas ellendrzése Kaiser teszt 3
Mosas DMF 3x1
Kapcsolds 3 ekv. aminosav-szarmazék + 3 60
p ekv. HOBt/DMF + 3 ekv. DIC
DMF 3x1
Mosas
DCM 3x1
Kap(f,SOI,aS Kaiser-teszt 3
ellendrzése

A Kaiser-teszt soran a 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 utan izatin-oldatot (3% izatin és
5% Boc-Phe-OH benzilalkoholban oldva) is adunk az elegyhez, majd 104 °C-on melegitjiik 3-
5 percig. Ha a gyantaszemek szine sarga marad, akkor sikeres a kapcsolas, ha viszont bekékiil
(izatin-oldat esetében bebarnul), akkor maradt szabad aminocsoport, ami a kapcsolas

sikertelenségét jelzi, tehat meg kell ismételni a kapcsolast.
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6.1 Tisztitas és analizis

A nyers peptideket ¢és a konjugatumokat forditott fazisu nagy hatékonysagu
folyadékkromatografiaval (RP-HPLC) végeztem, gradiens eliiciés mddszerrel. A tisztitdshoz
KNAUER HPLC rendszert hasznaltam (2 db K120 pumpa, nagy nyomdsu keverdegység,
K2501 tipusit monokromatoros UV detektor, adatgylijté szoftver). A nyersterméket
félpreparativ rendszerben tisztitottam 4 ml/ perc aramlasi sebességgel. A detektalas A=220 nm

hullamhosszon tortént.

Alkalmazott eluensek:

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

A szemipreparativ oszlop adatai:

e Tipus: Phenomenex Jupiter C18, 10 um Proteo 90 A

e Hossza: 250 x 10 mm

A tiszta peptidek és konjugdtumok analitikai vizsgalatdhoz szintén KNAUER RP-HPLC
rendszert hasznéltam. A detektdlds hullamhossza itt is A=220 nm volt Iml/perc &ramlasi

sebesség mellett.

Az analitikai oszlop adatai:
e Tipus: Phenomenex AERIS Peptide 3,6 um XB-C18

e Hossza: 250 X 4,6 mm

A tisztitas soran alkalmazott gradiens:

0. perc 2%B
5. perc 2%B
50. perc 90 % B

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

tartoményban.

A kapott analitikai kromatogramok, illetve a tomegspektrumok a Fiiggelékben talalhatoak.
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6.2 A peptidek szintézise, konjugalasa és analizise

6.2.1 Az >=A0a-LRRY-WPLHTSVYPPSP-NH;, az >=Aoa-LRRY-VYPPSP-NH_,
az >=Ao0a-LRRY-TSVYPPSP-NH;, valamint az >=Aoa-LRRY-LHTSVYPPSP-

NH> szintézise és analizise

A szintézist 1,0 g Fmoc-Rink Amid MBHA gyantan (gyantakapacitas: 0,71 mmol/g) végeztem.
A védett aminosav-szarmazékokbol és aktivald reagensekbdl a gyantakapacitasra szamolt 3
ekvivalens mennyiséget hasznaltam (2,13 mmol). A szekvenciaban talalhaté Fmoc-Val-OH
beépitése utdn a gyantdt négy részre osztottam ¢és a peptideket a szekvencidknak

megfelelden fejeztem be.

4. tablazat A szintézis soran hasznalt aminosav-szarmazékok, reagensek

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

Fmoc-Pro-OH 337,38 718,6
Fmoc-Ser(‘Bu)-OH 383,44 816,7
Fmoc-Pro-OH 337,38 718,6
Fmoc-Pro-OH 337,38 718,6
Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH 459,54 978,8
Fmoc-Val-OH 339,39 722,9
Fmoc-Ser(‘Bu)-OH 383,44 204,2
Fmoc-Thr(‘Bu)-OH 397,47 211,7
Fmoc-His(Trt)-OH 619,72 330,0
Fmoc-Leu-OH 353,42 188,2
Fmoc-Pro-OH 337,38 179,7
Fmoc-Trp-OH 426,47 227,1
Fmoc-Tyr(‘Bu)-OH 459,54 978,8
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,78 1381,9
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 648,78 1381,9
Fmoc-Leu-OH 353,42 752,8
>=Ao0a 131,20 279,5
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HOBt x H20 152,00 323,8, majd 80,9
DIC (p=0,815 g/cm®) 126,20 329,8 ul, majd 82,5 ul

A szintézis befejeztével a peptideket lehasitottam a gyantar6l 10 ml hasitéeleggyel, amelynek
a tartalma 9,5 ml TFA, 250 ul desztillalt viz, 250 pl TIS kationbefogo volt. A reakcioelegyet 3
oran keresztiil kevertettem szobahOmérsékleten, majd 0 °C-o0s dietil-éterbe sziirtem. A
kicsapodott peptideket 5 percig centrifugaltam 4000 fordulat/perc sebességgel. Ezutan az étert
dekantaltam, és ezt még haromszor megismételtem. A nyers peptideket acetonitril-viz
elegyében feloldottam, rotaciés vakuumbeparlo segitségével az illékony oldoszermaradékot
eltdvolitottam az oldatbdl, és ezt az oldatot folyékony nitrogénben lefagyasztottam majd
liofilizaltam. A liofilizalt szilard nyersterméket szemipreparativ RP-HPLC-vel tisztitottam az

altalanos részben leirtak alapjan.

Az alkalmazott gradiens: 0.perc 2% B
5. perc 2% B
50. perc 90% B

A peptidek azonositasat tomegspektrométerrel végeztiik.

6.2.2 Az Aoa-LRRY-WPLHTSVYPPSP-NH, az Aoa-LRRY-VYPPSP-NH:, az
A0a-LRRY-TSVYPPSP-NH;, valamint az Aoa-LRRY-LHTSVYPPSP-NH;
konjugalasa és analizise

A kapott termékeket 0,2 M NH4OAc pufferben (pH= 5,5) oldottam, majd 4 ekvivalens
mennyiségii metoxiamint adagoltam hozza. Az elegyet szobahdmérsékleten 1 oran at
kevertettem, majd liofilizalas nélkiil szemipreparativ RP-HPLC-vel tisztitottam. A tiszta

anyagot tartalmaz6 frakciokat rotacidos vakuumbepdarldval egy lombikban szarazra paroltam,

majd ezeket hasznaltam fel a daunomicinhez val6 konjugacidra.

Az alkalmazott oszlop: Phenomenex Jupiter C18, 10 um Proteo 90 A

Az alkalmazott gradiens: 0. perc 0% B
10. perc 0% B
15. perc 35% B
50. perc 90% B
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A tiszta peptideket szintén 0,2 M NH4OAc pufferben oldottam, majd daunomicint adtam

hozzéjuk (5. tabldzat). A reakcid allando kevertetés mellett szobahémérsékleten egy éjszaka

alatt lejatszodott. Nem minden alkalommal volt sikeres a reakcio, ezért a pufferben vald oldast

kovetéen 4 ekvivalens mennyiségli m-feniléndiamin-dihidroklorid katalizatort adagoltam az

elegyhez, és csak azutan adtam hozza a daunomicint. A katalizator alkalmazasaval elég volt 3

orat kevertetni az elegyet, mert a reakcio ennyi id6 alatt is lejatszodott.

5. tablazat A konjugalashoz felhasznalt reagens mennyiségek

Felhasznalt anyag

Molaris tomeg

Bemért mennyiség (mg)

(g/mol)
Ao0a-LRRY-WPLHTSVYPPSP-NH; 2081,51 10,0
Daunomicin 527,54 51
Ao0a-LRRY-VYPPSP-HN:> 1359,68 10,0
Daunomicin 527,54 7,8
A0a-LRRY-TSVYPPSP-NH> 1547,87 10,0
Daunomicin 527,54 6,8
A0a-LRRY-LHTSVYPPSP-NH> 1798,17 10,0
Daunomicin 527,54 5,9

A kapott termékeket szemipreparativ RP-HPLC-vel tisztitottam.

Az alkalmazott gradiens: 0. perc
5. perc
50. perc

A reakciok  sikerességét  analitikai

RP-HPLC-vel

2% B
2% B
90% B

ellendriztem,  azonositasuk

tomegspektrométerrel tortént. A tiszta konjugdtumok analitikai RP-HPLC kromatogramjai €s

az ESI-MS spektrumjai a Fiiggelékben talalhatdak.
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7. Osszefoglalas

Szakdolgozat dsszefoglalo

Tiidotumorra specifikus iranyité peptidek szerkezet-hatas osszefiiggésének
tanulmanyozasa peptid-hatéanyag konjugatumok segitségével

Hapka Nikoletta, kémia alapszakos hallgato
ELTE TTK Kémiai Intézet, Szerves Kémiai Tanszék

Témavezetd: Dr. Mezé Gabor tudomanyos tandcsadd
MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport

A célzott tumorterapia lényege, hogy a hatéanyagot olyan iranyité molekulahoz kapcsoljak, amely nagy
szelektivitassal képes a tumorsejteket felismerni, igy a hozzajuk kapcsolt hatdanyag az egészséges sejtek

és szovetek karositasa nélkiil, csak a tumorsejteken fejti ki hatasat.

Dolgozatom célja egy fag konyvtarbol kivalasztott tiidétumorra specifikus peptid (WPLHTSVYPPSP)
és analogjainak eléallitasa és azok tumorellenes hatéanyaggal vald konjugalasa volt. Munkam soran
szilardfazisti peptidszintézissel allitottam el ezeket a peptideket, meghosszabbitva a lancokat egy
Katepszin B enzimlabilis spacerrel. A peptidek N-terminalisara izopropilidén védett aminooxiecetsavat
épitettem, annak érdekében, hogy a daunomicin tumorellenes hatéanyagot oxim-kotéssel tudjam
hozzakapcsolni a peptidekhez. Az igy eldallitott konjugatumokat (Dau=Aoa-LRRY-
WPLHTSVYPPSP-NH,, Dau=Ao0a-LRRY-VYPPSP-NH, Dau=A0a-LRRY-TSVYPPSP-NH,,
Dau=Ao0a-LRRY-LHTSVYPPSP-NH,,) forditott fazisu nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval
(RP-HPLC) tisztitottam, gradiens elicioval. A tiszta konjugatumok tisztasagat analitikai RP-HPLC-vel

ellendriztem, majd tdmegspektrometrias modszerrel azonositottuk.

Tovabbi vizsgalatként tervezziik az igy eléallitott négy konjugatumnak az in vitro citosztazis vizsgalatat

valamint a szerkezet optimalizalasat mas aminosavak beépitésével.
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Summary

Structure-activity relationship study of lung specific homing peptides using
peptide-drug conjugates

Nikoletta Hapka, BSc student in Chemistry

Place of thesis work: Department of Organic Chemistry, Institute of Chemistry,
Eo6tvos Lorand University, Budapest

Place of defence: Department of Organic Chemistry

Supervisor: Gabor Mez6 PhD, DSc Research Professor
MTA-ELTE Research Group of Peptide Chemistry

Targeted tumor therapy is based on drug conjugates that can recognize tumor cells with high selectivity,
therefore the associated drug can act only on tumor cells without damaging healthy cells and tissues.

The aim of my thesis was to prepare a peptide conjugates based on WPLHTSVYPPSP peptide selected
from a phage library for lung cancer and their conjugates with antitumor agent. During my work, these
peptides were synthesized by solid phase peptide synthesis, extending the chains with a cathepsin B
enzyme-labile spacer. Isopropylidene protected aminooxyacetic acid was attached to the N-terminus of
the peptides in order to bind daunomycin as anti-tumor drug to the peptides via oxime linkage. The
conjugates produced (Dau=Aoa-LRRY-WPLHTSVYPPSP-NH,, Dau=Aoa-LRRY-VYPPSP-NH,,
Dau=A0a-LRRY-TSVYPPSP-NH,, Dau=Aoa-LRRY-LHTSVYPPSP-NH,) were purified by reverse
phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) using gradient elution. The purity of the

conjugates was checked by analytical HPLC and then identified by mass spectrometry.

In the future in vitro cytostasis study of the conjugates will be investigated and their structure will be

further optimized.
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8. Roviditésjegyzék

Boc terc-butoxikarbonil

Bzl benzil

Dau daunomicin

DBU 1,8-diazabiciklo[5,4,0]-undek-7-én

DCC N,N -diciklohexilkarbodiimid

DCU N,N -diciklohexilurea

DCM diklormetan

DIC N,N -diizopropil-karbodiimid

DIU N,N'-diizopropilurea

DIEA N-diizopropiletilamin

DMF N,N-dimetilformamid

ESI-MS elektrospray-ionizacios tomegspektrométer
Fmoc 9-fluorenilmetoxikarbonil

HOBt 1-hidroxibenzotriazol

HPLC nagy hatékonysagt folyadékkromatografia
KCN kalium-cianid

MBHA 4-metil-benzhidril-amin

NHsOAc ammoOnium-acetat

NMP N-metil-pirrolidon

Rink Amid MBHA

[4-(2,4-dimetoxi-fenil-aminometil)-
fenoxiacetamido-norleucil-MBHA]

forditott ~ fazisG  nagy  hatékonysagl

RP-HPLC

folyadékkromatografia
SPPS szilardfazisu peptidszintézis
‘Bu terc-butil
TFA trifluorecetsav
TIS triizopropil-szilan
Wang 4-alkoxibenzilalkohol

Az aminosavak roviditésére az [IUPAC altal elfogadott 1 és 3 betlis roviditéseket hasznaltam.
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9. Fiiggelék

Kromatogrammok és spektrumok

Dau=Aoa-Leu-Arg-Arg-Tyr-Trp-Pro-Leu-His-Thr-Ser-Val-Tyr-Pro-Pro-Ser-Pro-NH2

2,5 4

2,0

Abszorbancia

0,5 -

Dau=Aoa-LRRY-WPLHTSVYPPSP-NH,

t. = 23,8 min

1. dbra A tiszta Dau=Aoa-LRRY-WPLHTSVYPPSP-NH; analitikai RP-HPLC-vel felvett

10

20 30 40 50
t/ min

kromatogramja
Intens
G
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— e AN NS i B S—S—S—S————————————
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2. abra A Dau=Ao0a-LRRY-WPLHTSVYPPSP-NH; MS spektrumja

A molekula vart tomege: [M+H]": 2549,78 Da
mért tomege: [M+H]": 2550,21 Da
mért tomege: M+H]": 2079,98 Da (kiindulasi peptid) (*)
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Dau=Aoa-Leu-Arg-Arg-Tyr-Val-Tyr-Pro-Pro-Ser-Pro-NH:

Abszorbancia

Dau=Aoa-LRRY-VYPPSP-NH,
2,0 4

-5 t, = 21,6 min
1,0 4
0,5
0,0 ) LA__/\
T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50
t/ min

3. dbra A tiszta Dau=Aoa-LRRY-VYPPSP-NH, analitikai RP-HPLC-vel felvett

kromatogramja

Inten 3

><106

1.25
1.00
075

050

025

130.11

3_
610.47

2_
915.01

#=
'2_
8'50._'-_;8

0.0

200

400 600 800 1000 1200 1400 1600
4.dbra A Dau=Ao0a-LRRY-VYPPSP-NH; MS spektruma

A molekula vart tomege: [M+H]": 1828,43 Da
mért tomege: [M+H]": 1827,99 Da
mért tomeg: [M+H]*: 1698,33 Da (M-129 g/mol) (*)

A tomegspektrométerben leszakadt a mérés soran a daunomicin aminocukor részlete.
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Dau=Aoa-Leu-Arg-Arg-Tyr-Thr-Ser-Val-Tyr-Pro-Pro-Ser-Pro-NH:

Dau=Aoa-LRRY-TSVYPPSP-NH,

1,5 -
tR =21,4 min
1,0
R
[$]
C
@
o]
2
o
N
[%2]
o
< 0,5 -
0,0 -\/“_’—_—'J
T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50
t/ min

5. abra A tiszta Dau=Aoa-LRRY-TSVYPPSP-NH; analitikai RP-HPLC-vel felvett kromatogramja

Intens

A+
&
x10° 673.10
155
1.0
05
2_
1009.04
UA-JML,‘*.J VTP | WS- A S U S I S SR S S S S
0. 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 m'z

6. abra A Dau=A0a-LRRY-TSVYPPSP-NH; MS spektruma

A molekula vart tomege: [M+H]": 2017,22 Da
mért tomege: [M+H]*: 2016,51 Da
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Dau=Aoa-Leu-Arg-Arg-Tyr-Leu-His-Thr-Ser-Val-Tyr-Pro-Pro-Ser-Pro-NH:2

Dau=Aoa-LRRY-LHTSVYPPSP-NH,
3,0 4

2,5 1 tR =21,4 min
2,0 4

1,5

Abszorbancia

1,0

0,5

t/ min

7. dbra Atiszta Dau=Ao0a-LRRY-LHTSVYPPSP-NH, analitikai RP-HPLC-vel felvett kromatogramja

Intens n
x10 ! 3+
756.78
{5
1.0
A
05 3+
*
713.73 2+
h uru;
oD . : - 1 ; i 1

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
8. abra A Dau=Ao0a-LRRY-LHTSVYPPSP-NH, MS spektrumja

A molekula vart tomege: [M+H]*: 2266,65 Da
mért tomege: [M+H]*: 2266,84 Da (*)
mért tomeg: [M+H]*: 2137,99 Da (M-129 g/mol) ()

A tomegspektrométerben leszakadt a mérés sordn a daunomicin aminocukor részlete.
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