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1. Bevezetés

A rakbetegségek vilagszerte a vezetd halalokok kozott szerepelnek. Az utdbbi években a
rakos betegek szamanak szignifikans ndvekedése figyelheté meg. Globalisan 18,1 millid 0j
beteget regisztraltak, és 9,6 millidan vesztették életiiket daganatos betegségek miatt 2018-ban.
A leggyakoribb rakos betegségek a tiidorak, a ndi mellrdk, és a végbélrak. A legtobb

halalesetet a tiidorak okozza, ezt koveti a végbélrak, a gyomorrak és a majrak [1].

A rékos elvaltozasok kezelése ma is nagy kihivast jelent az orvostudomany szamara. A rékos
betegségek rendkiviil sokrétliek lehetnek, éppen ezért nem létezik olyan altalanos kezelési
mod, amellyel mindegyiket lehetne gyogyitani. A leggyakrabban alkalmazott kezelések, mint
a sugarterapia és a sebészeti beavatkozas csak azokban az esetekben igazan hatékonyak,
melyekben a rak még kezdeti stadiumban van, és a rakos sejtek még egyetlen helyre
koncentradlodnak, nem képeztek metasztazisokat. A kemoterdpia a daganatos betegségek
gyogyszerekkel torténd kezelése. Legfobb hatranya, hogy szamos sulyos mellékhatéssal
rendelkezik, mert az alkalmazott antitumor gyogyszerek nem csak a rakos sejtekre képesek

kifejteni citotoxikus hatasukat.

A célzott tumorterapia 0j lehetdségeket nyithat meg a rdkos betegségek kezelésben. Lényege,
hogy a hatdanyagot egy megfeleld hordozo segitségével szelektiven a rdkos sejtekbe juttatjuk,
ezaltal drasztikusan csokkentheté a mellékhatasok sulyossaga, illetve ndvelheté a hatdanyag
terapias indexe. Szaklaboratoriumi munkdm sordn olyan peptid-daunomicin konjugatumokat

allitottam eld, melyek alkalmasak lehetnek daganatos sejtek célzott tumorterapias kezelésére.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Rakbetegségek fobb kezelési modszerei

Napjainkban a rakbetegségek legjellemzobb kezelési modszerei a sebészeti beavatkozas, a
sugarterapia és a kemoterdpia, de szamos egyeéb moddszer is létezik, mint példaul az
immunterapia [2], az Ossejt-terapia [3] vagy a bioterapia [4]. Sok esetben tobb moddszert
egylittesen alkalmaznak a kezelésnél. Az, hogy milyen terapiat alkalmaznak a betegség
kezelésénél egyénenként fligghet a betegektdl, a rak tipusatol és a rak kiterjedésétél. Abban
az esetben ha a daganat még nem terjedt ra mas szervekre, nem képzett attéteket, és a daganat
olyan helyen van ahol miitéti uton hozzaférhetd, akkor leggyakrabban sebészeti uton
kimetszik a daganatot a kornyezd szovet egy részével egyiitt. A sebészeti beavatkozas
gyakran egyediil is elegendd gyogyulashoz vezeté modszer. Szamos esetben Kiterjedt tumorok
kezelése esetén is alkalmazzak, ilyenkor a cél a rakos sejtek mennyiségének csokkentése. A
sugarterapia hasznalhatd a rakos sejtek elpusztitasara, vagy lassithatd vele a daganat
novekedése. Leghatékonyabban ez a mddszer is akkor alkalmazhato, ha a rdkos sejtek még
csak egyetlen helyre koncentralodnak. A sugarterapia a kemoterapiahoz hasonldan sajnos nem
teljes mértékben szelektiv moddszer, azonban a rdkos sejtek érzékenyebbek a besugarzas

hatdsara, mint az egészséges sejtek, akarcsak a kemoterapids szerek alkalmazasakor.

2.2. Kemoterapia

A kemoterapia soran a betegeket antitumor hatasu gyogyszerekkel kezelik. A hatéanyagok
gatoljak a rakos sejtek szaporodasat, vagy el is pusztitjak azokat. A hatdanyagot legtobbszor
intravénasan juttatjak a szervezetbe, de fecskendezhetik a bor ald vagy az izomzatba, illetve
léteznek szajon at bevehetd kapszuldk és tablettak is. A kemoterapia elénye, hogy olyan
esetekben is alkalmazhatd, amelyeknél a rakos sejtek szétterjedtek a szervezetben és nem
egyetlen helyre koncentralodnak. Gyakran a sebészeti beavatkozas vagy a sugarterapia
kiegészitd kezeléseként alkalmazzadk. Kemoterapiat alkalmazhatnak a rak teljes megsziintetése
céljabol, de sok esetben a beteg élethosszanak ndvelése, vagy életmindségének javitasa a cél.
A kemoterdpidban hasznalt hatdéanyagok nem csak a rakos sejteket karositjak, az egészséges
sejtekre is karos hatassal lehetnek, igy szamos sulyos mellékhatasa lehet ezeknek a

kezeléseknek, melyek fennallhatnak a kezelés alatt, és kialakulhatnak a kezelés utan is.



2.2.1. Kemoterapias hatéanyagok

A Kemoterapia soran hasznalt hatéanyagokat foként a hatasmechanizmusuk alapjan szoktak
csoportositani. Ennek megfelelden alkilezészereket, antibiotikumokat, antimetabolitokat,
topoizomeraz inhibitorokat, mitozis inhibitorokat, ¢és egyéb tipusu hatéanyagokat

kiilonboztetliink meg [5].

o Az alkilez6szerek keresztkotéseket képesek létrehozni (interkalacio) a DNS szalai
kozott, ezzel karositva a DNS-t. (pl. ciklofoszfamid, ciszplatin, karboplatin)

e Az antimetabolitok akadalyozzak a sejtek anyagcseréjét, vagy a DNS szintézisét
elésegitd enzimek miikddését gatoljak. (pl.: gemcitabin, merkaptopurin)

e A topoizomeraz inhibitorok gatoljak a topoizomeraz I és II enzimek miikodését, amely
a DNS sériilését okozza. (pl.: topotekan, irinotekan)

e A mitozis inhibitorok gatoljak a rakos sejtek osztodasat. (pl.: paklitaxel, vinblasztin)

e A kiilonb6z6 antibiotikumok hatasmechanizmusa eltérd lehet. Néhany antibiotikum
alkilaloszerként viselkedik, és léteznek olyanok is, amelyek a topoizomeraz Il
miikodését gatoljak, vagy interkalaciot tudnak létrehozni a DNS szalai kozott. (pl.:

mitomicin, doxorubicin, daunomicin)

2.2.2. Daunomicin (daunorubicin)

A daunomicin, vagy mas néven daunorubicin, az antraciklinek csaladjaba tartozo
antibiotikum. Az antraciklinek koziil elsdként a daunomicint fedezték fel, melyet a
Steroptomyces peucetius baktériumbol izolaltak. A kiilonb6z6 anrtaciklineket, mint példaul a
daunomicint, doxorubicint, epirubicint erds citotoxicitasuknak koszonhetéen kiilonb6zo
daganatos betegségek kemoterapias kezelésére alkalmazzak [6]. A daunomicint elsésorban
akut leukémia, és kiilonbozé szarkémak [7] kezelésére hasznaljdk, a véraramba torténd

injektalassal [8].



OH

1. Abra: A daunomicin szerkezeti képlete

A daunomicin szerkezete az 1. dbrdn lathatd. A daunomicin egyik részét egy tobbszordsen
szubsztitudlt tetraciklusos gytirirendszer képezi, €s ehhez kapcsolodik egy L-daundzamin

nevu cukorrész.

A daunomicin a hatasat a sejtmagon beliil fejti ki. Gatolja az RNS és a DNS szintézisét [9], és
ez altal a sejt ¢letfolyamatait és osztoddasat. A hatdasmechanizmusban szerepet jatszik a szabad
gyokképzodes, gatolja a topoizimeraz 11 enzim mitkddését, és ez altal a DNS sériilését okozza,
tovabba a daunomicin adduktot tud képezni a DNS szalaival, amely eredményeképp

interkalacio jon létre a DNS szalai kozott, karositva ezzel a DNS-t [10].

A daunomicin, mint minden kemoterapids hatdanyag, szamos sulyos mellékhatassal
rendelkezik. A daunomicinre ugyan a rakos sejtek érzékenyebbek mint az egészségesek, de a
hatdsa nem teljesen szelektiv, ezért képes karositani az egészséges sejteket is. A
legjellemzObb mellékhatasai a csontveldritkulas és a kardiotoxicitas. Ezen kiviil a daunomicin
kérosithatja a nyalkahartyat, szajgyulladast, lazat, hanyast, hasmenést, hasfajast, fejfajast és
hajhullast okozhat. A fejbéron kilitések jelenhetnek meg, az injektalas helyén pedig
csalankiiités keletkezhet, illetve a legtobb antibiotikumhoz hasonléan gyengiti az
immunrendszert. Néhany esetben a pacienseknél hiperszenzitiv reakciot is megfigyeltek a

daunomicinre [11] [12] [13].

Az antraciklinek legsajatosabb mellékhatasa a kardiotoxicitds, amely akar végzetes is lehet,
igy nagymértékben korlatozza ezen anyagok hasznalatat [8]. Megfigyelték, hogy a
kardiotoxicitas dozisfiiggd, ezért a kemoterapids kezeléseket inkabb iddszakosan alkalmazzak

a betegeknél, és nem pedig mindennaposan. A kardiotoxicitas gyakrabban fordul el6 a ndknél,
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az 1ddéseknél, a magas testsullyal rendelkezd betegeknél, a cukorbetegeknél, a magas
vérnyomasban szenvedoknél, illetve olyan pacienseknél, akiknél sugarterapiat, vagy mas
kemoterapias szert is alkalmaztak [14]. Ezen kiviil a kardiotoxicitds nagyon gyakran fordul
el6 a daunomicinnel kezelt gyerckeknél [7] és akar évekkel a kezelés utan is kialakulhat
[15] [16].

2.3. Célzott tumorterapia

Ha az antitumor hatéanyagot sikeriil a szervezetben szelektiven a tumorsejtekbe juttatni, azzal
egyrészt drasztikusan csokken a kialakuld mellékhatdsok sulyossaga, masrészt éppen ezért
novelhetd a tumorellenes hatdanyag alkalmazott mennyisége és a kezelés idGtartama. Ehhez a
daunomicint egy olyan hordozéhoz kotjiik, mellyel egylitt a szervezet mas egészséges részein
athaladva stabil marad, az egészséges sejtekbe nem jut be, és nem tud felszabadulni beldle a
hatdéanyag, igy nem tud nem kivant mellékhatast kifejteni az egészséges sejtekre. A cél tehat
olyan hatéanyagok eldallitasa, melyek a szervezet biologiai kornyezetében stabilak,
egészséges sejtekre nincsenek hatassal, igy szelektiv citotoxikus hatassal birnak a rakos

sejtekre nézve.

Ahhoz, hogy a hatéanyag-felszabadulast szabdlyozni lehessen, a daunomicint egy olyan célz6
részhez konjugéljuk, amely felismeri a tumorsejteket azaltal, hogy szelektiven képes kotddni
azokhoz. A célzott tumorterapidban azt hasznaljuk ki, hogy a rakos sejtek kiilonboznek a
normalis sejtektdl. A rakos sejtek felszinén olyan receptorok vagy fehérjék talalhatoak nagy
mennyiségben, amelyek az egészséges sejteken nem, vagy csak kisebb mennyiségben
fordulnak eld. Egy ilyen kivalasztott receptort, vagy felszini fehérjét érdemes tehat
megcélozni egy iranyitd szegmenssel, amely a hatdéanyaghoz van kapcsolva. Az iranyitd
résznek specifikusan kell tudnia kapcsolodni a kivalasztott receptorhoz a célzd peptid-

hatéanyag konjugatum internalizacidjat kivaltva [17].

2.3.1. Iranyito peptidek

Iranyitd6 hordozodanyagnak alkalmasak lehetnek példaul az antitestek, a poliszaharidok, a
lektinek, a DNS, a folsav, a hialuronsav, vagy a peptidek [18] [19] [20]. Ezek koziil a
munkam soran peptid tipust iranyitd6 molekuldkkal foglalkoztam. Szdmos kiilonbdzd peptid
alkalmazhat6 iranyitdé hordozoként, amelyek kozott 1éteznek linearisak és ciklusosak is. A
peptidek haszndlata azért is lehet jo valasztds, mert a peptidszekvencidk széles korben

valaszthatok ki a kivant fizikai-kémiai tulajdonsagok alapjan, mint példaul az oldhatosag, a
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stabilitas, az 0Ossz-toltés, vagy példaul a megfeleld funkcidés csoport alapjan, ami a

konjugaciohoz sziikséges [17].

Ha a kivalasztott receptorokat egy olyan peptiddel célozzuk meg, amely a daunomicinhez
(vagy mas hatdanyaghoz) van konjugalva, akkor a hatdanyag specifikusan juttathat6 a rdkos
sejtekbe [19]. A rakos sejtekben igy nagyobb lesz a daunomicin koncentracioja, és javarészt

elkeriilhetjiik az egészséges sejtek karositasat.

2.3.2. Fag bemutatasos peptidek (fag-display technika)

A fag bemutatas-technika lehetdséget nyujt arra, hogy azonositsunk olyan peptideket,
amelyek egy adott sejttipus felszini fehérjéihez képesek kotni [21]. A technika segitségiil
szolgalhat olyan peptidek felkutatasdban, amelyek alkalmasak lehetnek hatéanyagok iranyitott
célba juttatasara. Egy ilyen fag konyvtarbol azonositott peptid példaul a CKAAKN is. Ezt a
peptidet az alapjan valasztottdk ki, hogy specifikusan tud kotédni a hasnyalmirigy
tumorsejtekhez, mivel a WNT-2 mimikalasara képes, ezért iranyitd szekvenciaként
alkalmazhat6 a hasnyalmirigyrak (PDAC) sejtek kezelésénél [22] [23] [24] [25].

A munkam soran olyan peptid-daunomicin konjugatumokat készitettem, amelyeknél egy
beépitett SKAAKN szekvencia tolti be az irdnyitd szerepet. A kivalasztott CKAAKN peptidet
ugy modositottuk, hogy a benne 1€v6 ciszteint egy szerinre cseréltiik. Erre azért volt sziikség,
mert oxidacio révén diszulfid hid keletkezhet két cisztein kozott, akar a konjugatum
dimerizaciojat okozva. A szerin hidroxil-csoportot tartalmazd oldallanca ebbdl adoddan
elénydsebb valasztas, mivel stabilabb a peptidszintézis és a konjugacid koriilményei kozott,
illetve a citotoxicitas vizsgalatok soran a bioldgiai matrixban. Az aminosav cseréje varhatdan

kevéssé befolyasolja a peptid irdnyitd képességét.

2.3.3. A hatoanyag és az iranyito peptid osszekapcsolasa

Fontos, hogy a hatéanyag ne tudjon felszabadulni a konjugdtumbodl, amig el nem éri a
tumorsejteket. A hatdanyag €s az iranyitd peptid kozott olyan kapcsolatot kell biztositani,
amely megfeleld kémiai stabilitdssal bir, és stabil a véraram, valamint biologiai matrix
kornyezetében. Ehhez ugynevezett linkereket hasznalunk, melyeket Ggy valasztanak ki vagy
terveznek meg, hogy azok és a peptid, illetve a hatdoanyag kozotti kotés stabil legyen a
szervezetben. A konjugatum sejtbe jutasat kovet6en a linker elbomlasaval felszabadul a
hatoanyag, vagy a konjugatum aktiv metabolitokra valoé hasadasaval citotoxikus hatast

vegyiilet(ek) generalodnak. A metabolitok egy vagy tobb aminosavat, valamint a linkeren
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keresztlil konjugalt hatdoanyagot tartalmazzdk, de nem gatoljak annak citotoxikus hatasat. A
hatoanyag felszabadulas igy kozvetleniil a rakos sejtekben torténik. A linkerek kivalasztasanal
figyelembe kell venni, hogy azok minél kevésbé befolyasoljak a peptid receptorhoz vald
kotodését, illetve a citotoxikus anyag hatékonysagat [17]. Ilyen linker lehet példaul a
hidrazon, amely a lizoszoma savas kornyezetének hatasara hasad, a diszulfid linkerek,
amelyek a tumor sejtekben hasadnak, illetve ilyenek lehetnek kiilonbozd peptidek is, amelyek

enzimatikusan hidrolizélnak a lizoszémaban [19].

A citotoxikus hatéanyagnak tartalmaznia kell legalabb egy olyan funkcios csoportot, amelyen
keresztiil 6sszekothetd az irdnyitd elemmel. Az altalam is hasznalt daunomicinnel alapvetden
oxim-, hidrazon- vagy amidkotés alakithatd ki [20]. A hidrazon- és az oximkotést a
daunomicin C-13-as szenén 1évé oxocsoporttal alakithato ki, mig az amidkotés a daunomicin
cukor részén 1évé amidcsoporttal. A kiilonboz6é kotéstipusokkal kapcsolt daunomicin
konjugadtumok koziil az oximkdotésen keresztiil kapcsoltak megfeleld aktivitdst mutattak a
rakos sejtekkel szemben, mig azok a konjugatumok, ahol az iranyitéd peptid az L-daunozamin

aminocsoportjahoz voltak konjugalva, elvesztették citotoxikus jellegiiket [26].

A munkdm soran olyan daunomicin-peptid konjugatumokat készitettem, amelyek peptid
részletéhez linkerként funkcionalé aminooXiecetsavat kapcsoltam, amely oximkotés
kialakitasat teszi lehetévé a daunomicinnel. A aminooxiecetsavat izopropilidén védelemmel
ellatva kapcsoltam a peptidhez. Az izopropilidén véddécsoportot a peptid gyantardl vald

hasitdsa utan eltdvolitottam, a daunomicin konjugalasat pedig ezt kdvetden végeztem el.
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A linker ¢€s az irdnyitd peptid kozé egy spacer is beépithetd. A spacerek a rakos sejtek
belsejében, példaul lizoszomajaban 1évo bontd enzimek (protedzok) hatasara képesek hasadni,
igy segitve a célzott hatdéanyag-felszabadulast. A -Gly-Phe-Leu-Gly- (GFLG) egy peptid
tipust spacer, amely a katepszin B enzim hatasara képes hidrolizalni. A katepszin B nagy
mennyiségben van jelen a rakos sejtek lizoszomajaban, és képes felismerni a GFLG peptidet
[17] [19] [27]. A GFLG szekvenciat tobb altalam készitett konjugatumba is beépitettem, ahol

spacer szerepet toltenek be.

2.3.4. A célzott tumorterapias konjugatumok részei

3. Abra: A célzott tumorterdpids konjugdtumok sematikus felépitése

Peptid

Osszességében, a célzott tumorterdpidra hasznalt peptid-hatéanyag konjugatumok
altalanossagban harom részbdl allhatnak: a citotoxikus hatéanyagbodl, amely elpusztitja a
rakos sejteket (vagy legalabbis gatolja ezek szaporodasat), az iranyitd elembdl, amely
specifikusan kotddik a rdkos sejtek felszinén 1évo receptorokhoz, és az ezeket Gsszekdtd
ugyancsak peptid tipusu spacerbdl, amely a rakos sejtek belsejében talalhaté enzimek hatasara

képes hasadni. Tovabba linker biztositja a peptid €s a hatéanyag Osszekdttetését.
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2.4. Szilard fazisu peptidszintézis (SPPS)

A szilard fazist peptidszintézis modszerét Merrifield dolgozta ki 1963-ban. Az 1j technika
forradalmi jelentdséggel birt a peptidszintézis terén az azeldtt alkalmazott oldat fazisu
szintézishez képest. Merrifield modszerénél a novekvé peptidlanc egy szilard gyantdhoz van
kapcsolva kovalens kotéssel, az egyes jabb aminosavakat pedig 1épésenként kapcsoljuk a
lanchoz. Ez azért eldnyds, mert ha a peptidlanc egy teljesen oldhatatlan fazishoz van kétve,
akkor a reagensek illetve a melléktermékek konnyen eltdvolithatéak sziiréssel és mosassal.
Ennek koszonhetéen az oldat fazisu eljardssal ellentétben nincs sziikség az intermedier
peptidek minden kapcsolasi 1épést kovetd izolalasara, igy az eljaras egyszertiibb, és 1ényegesen
rovidebb 1ddt vesz igénybe. Tovabbi eldnyei, hogy az Osszes reakcid ugyanabban az egy
edényben zajlik, és az eljaras konnyen automatizalhatd, mivel sok ismétlddd 1€pésbdl épiil fel

[28] [29].

Robert Bruce Merrifield 1984-ben a szilardfazisu peptidszintézis kidolgozasaért kémiali

Nobel-dijat kapott.

2.4.1. A szilard fazisa peptidszintézis menete

A gyantahoz, illetve a novekvd peptidlanchoz olyan aminosav-szarmazékokat kapcsolunk,
melyeknek az a-aminocsoportja, illetve sziikség esetén az oldallanca is védett. Ennek
megfelelden a szabad karboxilcsoporton keresztiil tudjuk majd kialakitani a kotést a mar a

szilard hordozohoz kapcsolt lanc részét képezd aminosav aminocsoportjaval.

Els6 1épésben egy alfa aminocsoportjan és sziikség szerint oldallanc-funkcios csoportjan
védett aminosav-szarmazékot kapcsolunk egy funkcionalizalt feliileti szilard hordozohoz. A
kapcsolast egy linkeren keresztiil tudjuk létrehozni. Ezt kovetden el kell tavolitanunk az
aminosavrol az N-a-véddcsoportot, szabaddd téve az aminocsoportot, amihez igy hozza
tudjuk kapcsolni a kovetkezd védett aminosavat. A tovabbi a-N-védett aminosavakat
tobbféleképpen is lehetséges kapcsolni. Az altalam alkalmazott technika soran in situ aktiv
¢észterré alakitottam a védett aminosavat HOBt segitségével, ami igy reagalni tudott a ldncvégi
aminosav szabad o-aminocsoportjaval. Mas modszereknél az N-a-védett aminosavak
aktivalasa  torténhet példaul szimmetrikus anhidriddel, karbonsavaziddal, vagy
karbodiimiddel.
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Nem csak aminosav szarmazékokat lehet egyesével kapcsolni a rendszerhez, hanem akar
elore elkészitett peptidek kapcsolasa is lehetséges. Ezt nevezziik fragmenskondenzacionak
[30]. Ez esetben természetesen olyan peptideket kell alkalmaznunk, melyek N és C-terminalis

vége, illetve oldallancai is megfeleléen védettek.

A kapcsolas-hasitds ciklust egészen addig ismételjiikk, amig fel nem épitjik a kivant
szekvenciat. Ezt kovetéen a peptidet le kell hasitani a gyantarol. Az alkalmazott hasitoszer
(vagy hasitoelegy) azokat az oldallanc véddcsoportokat is eltavolitja, amelyek a szintézis
soran stabilak voltak az a-aminocsoportok véddcsoportjainak eltavolitasara hasznalt

hasitoszerrel szemben.

2.4.2. A gyantaval kapcsolatos kovetelmények

A peptidszintézishez hasznalt gyantdra nézve fontos, hogy az stabil és oldhatatlan legyen
minden felhasznalt oldészerben. A pordzus gélszerkezet lehetdvé teszi, hogy a gyantat jol
lehessen duzzasztani a felhasznélt olddszerben, és hogy a reagensek konnyen at tudjanak
hatolni a részek kozott, tovabba nagy hasznos feliiletet eredményez. Ezen kiviil a gyantanak
tartalmaznia kell egy olyan funkcios csoportot is, amihez kovalensen lehet majd kotni az els

aminosavat [29].

A peptid egy linkeren keresztiil kapcsolddik a gyanta feliiletéhez. Ez a linker meghatarozza a
petidszintézis és a gyantardl valo hasitas sziikséges koriilményeit. A gyantan 1évo linkerek
kotédhetnek a C-terminalis a-karboxilcsoporthoz, de 1éteznek amid linkerek is, amelyek a
peptid N-terminalis végéhez tudnak kapcsolodni. Ezekrél a linkerekrél tartalmaz néhany
példat az 1. tablazat. Eppen ezért a linkerek kivalasztasanal figyelembe kell venni, hogy
milyen moddszerrel szeretnénk végezni a peptidszintézist. A kiilonbozd stratégiak kiilonbozo
tipusu linkereket igényelnek, a megoldasokhoz sokféle gyanta és linker all rendelkezésre.
Szilard hordozoként (gyantaként) legtobbszor polisztirol alapu kopolimereket hasznalnak,
példaul polisztirol / divinil-benzol (PS-DVB), vagy polisztirol / polietilén-glikol
kopolimereket (PS-PEG), de alkalmaznak mas tipust anyagokat is, példaul polietilén-glikol
/dimetil-akrilamid kopolimert (PEGA), vagy kontrollalt poérusu iiveget (CPG) [31]. A

kiilonb6z6 gyantak legtobbszor mar a linkerrel funkcionalizalva elérhetdek.

A munkdm soran a peptidszintézishez Wang-gyantat hasznaltam. A Wang gyanta 4-

hidroxibenzil-alkohol (PHB) linkereket tartalmaz6 polisztirol és poli-1,4-divinilbenzol
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kopolimere. A peptid ehhez a linkerhez a C terminalison 1évé karboxilcsoporton keresztiil

észterkotést 1étesitve kapcsolodik.

Peptidszintézishez hasznalt gyantak linkerei

Kapcsolodas a peptid karboxilcsoportjan
keresztiil

Kapcsolodas a peptid a-aminocsoportjan
keresztiil

0~ ™ Gyanta 0~ ™ Gyanta
Rink savas linker Rink-amid linker
NH, 07
i O Gyanta
:l—
Wang / PHB linker PAL linker
O HsN
‘:'\)J\N,f Gyanta
H
HO o) D/\\/ Gyanta
HMPA linker Sieber linker

1. Tablazat: Példak a peptidszintézishez hasznalt gyantak linkereirdl
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2.4.3. A szilard fazisu peptidszintézis leggyakrabban alkalmazott stratégiai

2.4.3.1.Boc/Bzl stratégia

A szilard fazist peptidszintézis egyik még ma is széles korben hasznalt stratégiaja, ennél az
eljarasnal a szintézis soran olyan aminosavakat hasznalunk, melyek N-terminalisa terc-butil-
oxikarbonil (Boc) védocsoporttal van ellatva. A kapcsoldsok utdn a savlabilis Boc
védécsoportokat TFA-oldat segitségével tudjuk eltavolitani. A hasitas utan semlegesiteni kell
az a-aminocsoportot, amit megtehetiink példaul DIEA-val vagy TEA-val [32] [33]. A Boc-
véddcsoport hasitdsdhoz, illetve a mosashoz elsédlegesen DCM-et vagy DMF-et hasznalunk
oldoszerként. A gyantardl vald hasitashoz erds savat kell alkalmaznunk. Ehhez a legtobb
esetben hidrogén-fluoridot hasznalnak, de hasznalhaté még példaul trifluor-metanszulfonsav
(TFMSA) vagy hidrogén-bromid és trifluorecetsav elegye is [32] [34]. A Boc/Bzl stratégiat
széles korben alkalmazzak kiilonb6zd peptidek és fehérjék eldéllitasara. Ennek ellenére a
stratégianak mégis van egy nagy hatranya: a véddcsoportok hasitasa és a gyantardl vald
hasitas is erdsen savas kornyezetet igényel. Tobb aminosav, illetve a peptid kotések is
érzékenyek lehetnek a savas kornyezetre, illetve kiilonféle nemkivanatos savkatalizalt
mellékreakciok is végbemehetnek a szintézis soran [32]. A Boc-véddcsoport hasitasara

érzékenyek lehetnek az aminosavak oldallanc-védoé csoportjai is [35].

O R

“ - )LN OH

H
O

4. Abra: Boc csoporttal védett aminosay

2.4.3.2. Fmoc/'Bu stratégia

A Boc/Bzl technika hianyossagainak okan sziikség volt egy olyan 0j véddécsoportra, amely
kiméletesebb  koriilmények kozott hasithatd.  Alternativaként tobbféle ortogonalis
megkozelités is felmeriilt, melyek soran az a-amino-védécsoport eltavolitisa nem savas
kornyezetben ment végbe. Ilyen alternativa volt példaul az Nps véddcsoport, majd késébb a
Dts véddcsoport, melyek hasitasa tiolizissel tortént [32]. Szamos megoldas sziiletett, de a

leghatékonyabb ortogonalis alternativaként az Fmoc/'Bu stratégia terjedt el vilagszerte.
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A stratégia soran olyan aminosav-szarmazékokat hasznalunk, melyek o-aminocsoportja 9-
fluorenil-metil-oxokarbonil (Fmoc) csoporttal védett. Az 0j stratégia soran a védbcsoport
hasitasa gyenge bazis segitségével, enyhén bazikus koriilmények kozott megy végbe, kivalva

ezzel a Boc-stratégia savas kozegét [36].

O R

LA
»

O

5. Abra: Fmoc védett aminosav

Az eljaras sordn a legelsd Fmoc védett aminosavat egy linkeren keresztiil kovalens kotéssel
kapcsoljuk az oldhatatlan szilard fazishoz. Ezt kovetden az Fmoc véddcsoportot gyenge bazis
segitségével tavolitjuk el, leggyakrabban pirimidinnel. A masodik és a tovabbi Fmoc védett
aminosav kapcsolasanal tobbféleképpen jarhatunk el, munkam soran a mar fentebb emlitett in
situ aktiv észteres technikat alkalmaztam. A kivant szekvencia felépitése utan a gyantarol sav
segitségével (esetemben TFA-val) hasitjuk le a peptidet és az oldallanc védécsoportokat,
melyeknek Fmoc statégia alkalmazasa esetén gyenge bazissal szemben kell stabilnak lennitik
[32]. Az eljaras folyamatat a 6. dbra szemlélteti. Az Fmoc-stratégia lehet6vé teszi, hogy olyan
oldallanc véddcsoportokat alkalmazzunk, amelyek érzékenyek a savas kornyezetre
[36], annak koszonhetéen pedig, hogy nincs sziikség korroziv TFA hasznalatara a szintézis

1épései kozben, egyszeriibben automatizalhato ez az eljaras [35].
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2.4.4. Ninhidrin teszt

Az aminosavak kapcsolasanak, illetve az N-termindlis véddcsoport hasitdsanak sikerességét
ninhidrin teszttel tudjuk ellendrizni. A ninhidrin és a primer aminok k6zott lejatszodo reakciot
(7. abra) elsoként Kaiser adaptalta a szilard fazisu peptidszintézis elérehaladtanak
megfigyelésére [37]. A szabad N-terminalissal rendelkez6 aminosavak ninhidrinnel intenziv
kék szinvaltozast mutatnak. Ez aldl kivétel a prolin, amely ugyan reagdl a ninhidrinnel, de
enyhén sarga szint ad, ami szinte megkiilonboztethetetlen a ninhidrin oldat eredeti szinétdl,
vagyis nem lathatd egyértelml kiilonbség a teszt soran, igy nem detektalhatdo ezzel a
modszerrel. Amennyiben sikeres volt a kapcsolas, az utols6 aminosav a-aminocsoportja Fmoc
(vagy mas véddcsoporttal) védett, ezért nem lathatunk kék szinvaltozast. A modszer rendkiviil

érzékeny, ezen kiviil elénye, hogy egyszerli és gyors kvalitativ meghatarozast tesz lehetdve.

O O R O
/ H / M

on * R\‘)LOH S OH —C%
¥ e Y
/O /O /O

R R

[\/_-'—* @N//_ _tH0 | NH, + RCHO
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7. Abra: a-aminosavak reakcidja ninhidrinnel

Bér a ninhidrin teszt kivaldan alkalmas a kapcsolasi reakcidk ellendrzésére, az eldbb emlitett
hianyossag miatt sziikség volt egy olyan reagensre is, amely ,,lathatova teszi a prolint”. Ehhez
az izatin egy jo megoldasnak bizonyult, mely reakcidja a prolinnal jol lathatd sotétbarna
szinvaltozast eredményez. Az izatin teszt lehetdvé tette, hogy detektalni lehessen, ha nem volt

sikeres a prolint kdvetd aminosav kapcsolésa.
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8. Abra: Prolin reakcidja izatinnal
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3. Célkitiizés
A munkdm soran hasnyalmirigy-tumor (PDAC) célzott tumorterdpias kezelésére tervezett
peptid-daunomicin-konjugatumok eldallitasa volt a célom.

Az elkészitett konjugatumokat bioldgiai vizsgalatokra hasznaljak fel, azok in vitro

internalizacids képességét vizsgaljak PDAC sejtekkel szemben.
Célom volt az

e A0a-KSKAAKN-OH

e A0a-GFLG-KSKAAKN-OH

e A0a-GFLG-K(Aoa-GFLG)SKAAKN-OH
e A0a-GFLG-K(Aoa)SKAAKN-OH

peptidszdrmazékok szintézise €s tisztitasa.
Tovéabba az elkészitett peptidszdrmazékok felhasznalasaval célom volt a

e Dau=Aoa-KSKAAKN-OH

e Dau=Aoa-GFLG-KSKAAKN-OH

e Dau=Aoa-GFLG-K(Dau=Aoa-GFLG)SKAAKN-OH
e Dau=Aoa-GFLG-K(Dau-Aoa)SKAAKN-OH

pepdid-daunomicin konjugatumok eléallitasa €s tisztitasa.
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4. Kisérleti rész

4.1. A peptidek szintézise

A munkam soran Osszesen négy peptidszarmazék készitése volt a célom. Az Aoa-
KSKAAKN-OH, Aoa-GFLG-KSKAAKN-OH, és az Aoa-GFLG-K(Aoa-GFLG)SKAAKN-
OH peptidszarmazékokat parhuzamosan, egy id6ben készitettem, mig az Aoa-GFLG-
K(A0a)SKAAKN-OH peptid szintézisét az elébbiek elkészitése utan végeztem.

4.1.1. A peptidszintézis altalainos menete

A peptideket szilard fazist peptidszintézissel készitettem, Fmoc stratégian keresztiil. Ehhez
elsé Iépésben a legelsé védett aminosav-szarmazékot (ez minden esetben azparagin volt)
Wang-gyantahoz kapcsoltam, hasitottam a véddcsoportot, majd a tervezett szekvencia altal
tartalmazott tobbi aminosavat egymas utan kapcsoltam az épiilé peptidinchoz. Az

aminosavak kapcsolasat, illetve a véddcsoportok hasitasat a kovetkezéképpen végeztem:

Az Fmoc véddcsoport hasitdsa:

A hasitast megel6zéen a gyantat DMF-fel duzzasztottam. 3x1 percig. A hasitashoz egy olyan
hasitoelegyet hasznaltam, amely 2 V/V % piperidint és 2 V/V % DBU-t tartalmaz DMF-ben.
A hasitast négy részletben végeztem. A hasitd elegybdl a peptidhez ontottem, megkevertem,
majd allni hagytam (2 perc, 2 perc, 5 perc, 10 perc). Az egyes 1épések utan vizlégszivattytval
leszivattam a hasitoelegyet. A gyantat 5x1 percig DMF-fel, 3x1 percig pedig DCM-mel
mostam, végll szdrazra szivattam. A ninhidrin teszt elvégzésével megbizonyosodtam rola,

hogy sikeres volt a hasitas.

Védett aminosav-szarmazékok kapcsolasa:

A Kapcsolashoz el6szor a gyantat 3x1 percig DMF-fel duzzasztottam. Ezutan harom
ekvivalens aminosav-szarmazékot és 3 ekvivalens HOBt-t adtam hozza, amelyeket egyiittesen
minimalis mennyiségi DMF-ben oldottam, tovabba 3 ekvivalens DIC-et pipettdztam az
oldatba, és gyors Osszekeverés utan a gyantara vittem az elegyet. Az elegyet keverés utan egy
oran keresztiil allni hagytam, mikozben 30 perc elteltével még ugyanennyi DIC-et adtam
hozza. Egy ora elteltével 3x1 percig DMF-fel, és 3x1 percig DCM-mel mostam.
Vizlégszivatty segitségével szarazra szivattam, majd elvégeztem a ninhidrin tesztet. Ehhez

egy uvegbot segitségével kivettem néhany szemcsét, €s egy tesztcsObe helyeztem Oket. 4
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csepp ninhidrin oldatot, 4 csepp fenolt és 4 csepp 0,05M KCN oldatot adtam hozza, majd
koriilbeliil 5 percig hevitettem. A szabad aminosavak jelenlétét jellegzetes kék szinvaltozas
jelzi. Negativ teszt esetén megkezdhetjiik a hasitast és a kovetkezO aminosav kapcsolasat.
Pozitiv teszt esetén ujra elvégeztem a kapcsolast. A hasitds-kapcsolds ciklus protokoljat a

2.tablazat foglalja 6ssze.

Miivelet Reagens Id6
Gyanta duzzasztasa DMF 3x1 perc
2 VIV % piperidin, 2X2 perc
Véddbcsoport hasitasa 2 VIV % DBU 5 perc
DMF-ben 10 perc
, DMF 5x1 perc
Mosas DCM 3x1 perc
Ninhidrin teszt
Gyanta duzzasztasa DMF 3x1 perc
3 ekv. aminosav-szarmazék és
Kapcsolas 3 ekv. HOBt DMF-ben oldva, 60 perc
3 ekv. DIC
, DMF 3x1 perc
Mosas DCM 3x1 perc
Ninhidrin teszt

2. Tablazat: A peptidszintézis lépéseinek protokolja

Az aminosavak kapcsolasa utan ipAoa-t kapcsoltam a peptidekhez ugyanolyan modon, mint
ahogyan az aminosav-szarmazékok esetében is eljartam. Végiil az elkésziilt peptidlancot

hasitottam a gyantarol.

Hasitas a gyantardl:

A gyantarol val6 hasitashoz eldszor elkészitettem a hasitoelegyet: 5 ml TFA, 125 ul desztillalt
viz és 125 ul TIS felhasznalasaval. Az elegyet 5 percig jéggel hiitottem, hozzaadtam a
gyantat, és ezt kdvetden harom oran at kevertettem. A hasitas soran az aminosavak oldallanc

véddcsoportjai is lehasadtak. A hasitas utan elvalasztottam a gyantat a peptidszarmazékoktol.

A gvanta elvélasztdsa a peptidszarmazékoktol:

Egy Erlenmeyer lombikba két centrifugacsonyi dietil-étert mértem, és hozzaadtam a
peptidszarmazékot és a gyantat tartalmazo elegyet. A kapott eleggyel koriilbelil 4/5-ig
toltottem meg egy centrifugacsdvet, egy masik centrifugacs6be pedig ugyanannyi gramm

vizet toltottem. A Kkettét kiegyensulyoztam egy mérleg segitségével, majd ezt kovetden
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elvégeztem a centrifugalast. Az elegyet és a vizet tartalmazo centrifugacsoveket egymassal
szemkozt helyeztem el a késziilékben. A centrifugalast 5 percig, 4400-as fordulaton
végeztem. Osszesen haromszor centrifugiltam, amig el nem fogyott az Osszes elegy.
Dekantalds utan a szilard anyaghoz 10 %-os ecetsavat adtam, majd egy sziirdpapir
segitségével egy gomblombikba sziirtem at. Ezt kovetden 45°C-on, 4-5 fordulatszdmon

beparoltam az elegyet.

Feldolgozés:

A rotalast kovetden a lombikba kevés vizet toltottem, €s folyékony nitrogén segitségével
lefagyasztottam. Ez utan egy ¢éjszakan at liofilizaltam, majd ismét vizben oldottam a

peptidszarmazékot, ujbdl lefagyasztottam, €s még egy éjszakan at liofilizaltam.

4.1.2. Az Aoa-KSKAAKN-OH, Aoa-GFLG-KSKAAKN-OH, és az
Aoa-GFLG-K(Aoa-GFLG)SKAAKN-OH peptidszarmazékok szintézise

4.1.2.1. A kozos SKAAKN szekvencia szintézise

Az alabbi harom peptidszarmazék els6 6 aminosava megegyezik, igy az SKAAKN kezd6
szekvenciat egyszerre, egy reakcidedényben dllitottam eld, haromszoros mennyiségekkel

dolgozva.

A felhasznalt Wang-gyanta kapacitasa 0,45 mmol/g volt, és ehhez szdmoltam a védett
aminosav-szarmazékok, illetve a DIC és a HOBt bemérni kivant mennyiségét. Ez 1,0125
mmol mennyiségli reagenst jelentett 1épésenként. Az elsé aminosav-szarmazék kapcsolasat
2x2 oran keresztiil végeztem. A kapcsolas sikerességét az elsd hasitas utan ninhidrin teszttel
ellendriztem. Pozitiv teszt esetén sikeresnek mondhaté a kapcsolds. Az elsé aminosav-
szarmaz¢k gyantahoz vald kapcsolasat kovetden a szintézishez a fentebb leirt protokolt

alkalmaztam. A felhasznalt reagensek mennyiségét a 3. tabldazat mutatja.

. Molaris tomeg Bemért mennyiség

Felhasznalt anyagok (9/ mol) (mg)

HOBt x H,0 153,12 155

DIC 156,60 (ul / mol) 158 (ul)
Fmoc-Asn(trt)-OH 596,67 604
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,53 474
Fmoc-Ala-OH x H,O 311,32 x 18 333
Fmoc-Ser(tBu)-OH 383,44 388

3. Tablazat: A szintéziséhez felhasznalt reagensek és bemért mennyiségeik

27



Az SKAAKN szekvencia szintézisét kovetden a gyantat kiszaritottam, és kétharmad-

egyharmad aranyban kétfelé osztottam.

A soron kovetkezd aminosavat (lizint) azért nem kapcsoltam egyszerre a hdrom peptidhez,
mert az Aoa-GFLG-K(Aoa-GFLG)SKAAKN-OH peptid szintéziséhez az elagazas elkészitése
miatt olyan lizint hasznaltam, aminek az oldalldnca Mtt-véddcsoporttal védett (Fmoc-
Lys(Mtt)-OH). A masik két konjugatumhoz Boc oldallanc védelemmel ellatott lizint
hasznaltam (Fmoc-Lys(Boc)).

4.1.2.2. Fmoc-Lys(Boc) kapcsolisa az Aoa-KSKAAKN-OH és az Aoa-GFLG-KSKAAKN-
OH peptidekhez.

A mar meglévéd SKAAKN-gyanta szekvencidhoz a két peptidszarmazék esetén még egyiitt
kapcsoltam hozza a lizint, ugyanazon protokol szerint eljarva. A felhasznalt mennyiségeket és

anyagokat a 4. tdbldzat tartalmazza.

Felhasznilt anyagok Molaris tomeg Bemért mennyiség
(g / mol) (mg)
HOBt x H,0 153,12 103
DIC 156,60 (ul / mol) 106 (ul)
F-moc-Lys(Boc)-OH 468,53 316

4. Tablazat: A szintéziséhez felhasznalt reagensek és bemért mennyiségeik

A kapcsolas utan a gyantat kiszaritottam, és két egyenld részre szedtem szét.

4.1.2.3. ipAoa kapcsolasa az Aoa-KSKAAKN-OH peptid esetén

A peptidlanc végén 1év6é ipAoa-t pontosan ugyanugy kapcsoltam a megszokott protokol

szerint, mint ahogyan az aminosav-szarmazékok esetén is eljartam.

Felhasznilt anyagok Molaris tomeg Bemért mennyiség
(9 / mol) (mg)
HOBt x H,0 153,12 52
DIC 156,60 (ul / mol) 54 (ul)
ipAoa 131,05 44

5. Tablazat: A szintéziséhez felhasznalt reagensek és bemért mennyiségeik

Az ipAoa kapcsolasat kovetden a fent leirt modon TFA segitségével elvégeztem a gyantarol

valo hasitast.
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4.1.2.4. GFLG és ipAoa kapcsolasa az Aoa-GFLG-KSKAAKN-OH peptid esetén

A lizin kapcsolasa utan felépitettem a GFLG spacert, illetve hozzdkapcsoltam az ipAoa-t a
peptidhez. A felhasznalt mennyiségeket a 6. tabldzat tartalmazza. Az ipAoa kapcsolasat

kovetden elvégeztem a gyantarol vald hasitast.

Felhasznlt anyagok Molaris tomeg Bemért mennyiség

(9 / mol) (mg)

HOBt x H,0 153,12 52

DIC 156,60 (ul / mol) 54 (ul)

Fmoc-Gly-OH 297,31 100

Fmoc-Leu-OH 353,41 119

Fmoc-Phe-OH 387,43 131

ipAoa 131,05 44

6.Tablazat: A szintéziséhez felhasznalt reagensek és bemért mennyiségeik

4.1.2.5. Fmoc-Lys(Mtt)-OH kapcsolasa, Mtt véddcsoport hasitdsa, GFLG és ipAoa kapcsolasa
Aoa-GFLG-K(Aoa -GFLG)SKAAKN-OH peptidszarmazék esetén

Az Aoa-GFLG-K(Aoa-GFLG)SKAAKN-OH peptid egy elagazast tartalmaz, melyet egy Mtt
oldallanc védelemmel ellatott lizin alkalmazasaval valositottam meg. Az Fmoc-Lys(Mtt)-OH
kapcsolasat kovetden (felhasznalt reagensek €s mennyiségek a 7. tablazatban) hasitottam az
Mtt védoécsoportot, a tovabbi aminosav-szarmazékokat pedig parhuzamosan kapcsoltam a két

elagazd lancrészhez, a gyanta kapacitasara vett 6 ekv. mennyiségben alkalmazva.

Az Mtt védicsoport hasitasa

Az Mtt védbécsoport szelektiv hasitasat 2 VIV % trifluorecetsavat (TFA) és 2 VIV %
triizopropilszilant (TIS) DCM oldatban tartalmaz6 hasitoelegy alkalmazasaval kiviteleztem.
Ebbol 6sszesen 50 ml-t készitettem, 1ml TFA, Iml TIS és 48ml DCM felhasznalasaval. A
hasitoelegyet apranként adagoltam a gyantahoz addig, amig a gyantat koriilvevé oldat meg
nem sargult. A sarga szin elértével a hasitoelegyet részletekben adtam a gyantdhoz gy, hogy
az elegy ellepje azt (2x1 perc, 2x3 perc, 5 perc, 10 perc, 30 perc), ekézben minden részlet
utan vizlégszivattyuval tavolitottam el a gyantardl. Ezt kdvetéen 5x1 percig mostam DCM-
mel, majd készitettem egy 10 V/V %-0s DIEA/DCM-oldatot. Ebbol Osszesen 20 ml-t
készitettem, 2 ml DIEA és 18ml DCM felhasznalasaval. Az elegyet részletekben adtam a

gyantdhoz (3x1 perc) annak semlegesitésére, mivel a TFA altal protonalt allapotban 1évo
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aminocsoportok nem alkalmasak peptid kotés kialakitasara. Végiil ismét DCM-mel mostam a

gyantat 5x1percig.

Az Mtt véddcsoport hasitasat kovetden duzzasztottam a gyantat, és elvégeztem az Fmoc
véddcsoport hasitasat. Ezt kovetden parhuzamosan kapcsoltam mindkét oldalhoz a GFLG
spacert, illetve az ipAoa-kat. A kapcsolas soran igy kétszeres mennyiségekkel (6 ekv.)

dolgoztam. A szintézis befejeztével hasitottam a peptidet a gyantarol.

Felhasznalt anyagok Molaris tomeg Bemért mennyiség
(9 / mol) (mg)
HOBt x H,0 153,12 51,66
DIC 156,6 (ul / mol) 54 (ul)
Fmoc-Lys(Mtt)-OH 624,79 211
HOBLt x H,0 153,12 104
DIC 156,60 (ul / mol) 108 (ul)
Fmoc-Gly-OH 297,31 200
Fmoc-Leu-OH 353,41 238
Fmoc-Phe-OH 387,43 262
ipAoa 131,05 88

7. Tablazat: A szintéziséhez felhasznalt reagensek és bemért mennyiségeik

4.1.3. Az Aoa-GFLG-K(Aoa)SKAAKN-OH peptidszarmazék szintézise

A peptidszintézist szilard fazisa peptidszintézissel, Fmoc stratégidval végeztem a fent leirt

protokolnak megfelelden.

A szintézishez 0,5 g Wang-gyantat hasznaltam, melynek kapacitasa 0,45 mmol/g volt. Az els6
aminosav kapcsolasahoz a gyantat 15 percig duzzasztottam, és kdzben Osszemértem a
kapcsolashoz hasznalt elegyet: 3 ekv.aminosav-szarmazékot (Fmoc-Asn(trt)-OH), 0,3 ekv.
dimetil-amino-piridint (DMAP), melyeket DMF-ben oldottam, majd utana 3 ekv. DIC-et
adtam hozza. A kapcsolast két oran at végeztem, majd Ujrakapcsoltam szintén két 6ran
keresztiil. A kapcsolast kovetd hasitds utan ninhidrin teszttel ellendriztem, hogy sikeres volt-e

az aminosav kapcsolasa a gyantahoz.

Az aminosav-szarmazékokbol 0,675 mmolt hasznaltam fel kapcsolasonként az Fmoc-Lys(Mtt)-
OH kapcsolasaig, utdna pedig elvégeztem az Mtt védOcsoport hasitdsat. Az Aoa-GFLG-
K(Aoa-GFLG)SKAAKN-OH peptidhez hasonléan itt is olyan hasitd elegyet alkalmaztam,
amely 2 VIV % TFA-t és 2 VIV % TIS-t tartalmaz DMF-ben. Osszesen 200 ml ilyen elegyet
készitettem 4 ml TFA, 4 ml TIS és 192 ml DMF felhasznalasaval. A hasitds elott a gyantat
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DCM-mel mostam, a hasitasi idok pedig a kdvetkezéek voltak: 2x20 masodperc, 2x1 perc, 5
perc, 10 perc és 30 perc. A hasitds utan a peptidet 5x1 percig DCM-mel mostam. A
semlegesités 2 VIV %-os DIEA oldattal végeztem 3x1 percig, utana pedig ismét egy 5x1

perces DCM-es mosas kovetkezett.

Az Mtt véddcsoprt hasitasa utdn ipAoa-t kapcsoltam az eldgazésra és elkészitettem a GFLG
spacert, melynek végére egy ujabb ipAoa keriilt. Ezekhez a 1épésekhez a reagensekbdl 0,3375
mmol-t hasznaltam fel. Az elkésziilt peptidszarmazékot a korabbiakban leirtaknak

megfelelden hasitottam a gyantarol.

A peptidszintézishez felhasznalt reagenseket, illetve azok bemért mennyiségeit az alabbi

tablazat tartalmazza:

Felhasznalt anyagok Molaris tomeg Bemért mennyiség
(9 / mol) (mg)
DMAP 122,17 8
HOBt x H,0 153,12 103
DIC 156,60 (ul / mol) 106 (ul)
Fmoc-Asn(trt)-OH 596,67 403
Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,53 316
Fmoc-Ala-OH x H,0 311,32x 18 210
Fmoc-Ser(tBu)-OH 383,44 259
Fmoc-Lys(Mtt)-OH 624,79 422
HOBt x H,0 153,12 51
DIC 156,60 (ul / mol) 53 (ul)
Fmoc-Gly-OH 297,31 99
Fmoc-Leu-OH 353,41 119
Fmoc-Phe-OH 387,43 131
ipAoa 131,05 44

8. Tabldzat: A szintéziséhez felhaszndlt reagensek és bemért mennyiségeik
4.2. Az izopropilidén véddcsoport hasitasa, és a daunomicinnel valé konjugalas

4.2.1. Izopropilidén védocsoport hasitasa

Minden peptidlanc végére egy izopropilidén védett aminooxiecetsav (ipAoa) keriilt. Az
izopropilidén véddcsoportot tigy tavolitottam el, hogy liofilizalas utan a peptideket kevés
NH;OAc pufferben oldottam fel (kb. 2 ml), és annyi metoxiamint adtam hozza, hogy az oldat

t5bb, mint 1 mol / (dm®) koncentracioban tartalmazza a metoxiamint. A hasitashoz masfél
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oran keresztiil végeztem a kevertetést szobahdmérsékleten, végiil 50°C-on nagyjabol 2
milliliter térfogatura paroltam be, rotacios vakuumbeparlé segitségével.
4.2.2. A peptidszarmazékok konjugalisa daunomicinnel

A megtisztitott peptidszdrmazékokat folyékony nitrogén segitségével lefagyasztottam. A
fagyasztast kovetben egy éjszakan 4t végeztem a liofilizaciot. A  liofilizalt
peptidszarmazékokat 2 ml NH4,OAc pufferben oldottam, a daunomicint pedig az aminooxi-
csoportokra nézve két anyagmennyiség ekvivalens feleslegben adtam hozzd. Az igy kapott
elegyet szobahomérsékleten egy ¢&jszakan at kevertettem, végil 50°C-on 2 milliliter

térfogatlira paroltam be.

4.3. A peptidszarmazékok és a konjugatumok tisztitasa

A tisztitashoz hasznalt késziilék és oszlop:
Késziilék: Knauer HPLC rendszer

Oszlop: Phenomenex Luna C18, 10 nm, 100 A, 250x21,2 mm

Az elucidhoz hasznalt elegyek:
A eluens: 0,1 V/V % TFA/viz

B eluens: 0,1 VIV % TFA/(avetonitril-viz: 80:20 V/V)

4.3.1. Az izopropilidén hasitott peptidszarmazékok tisztitasa

A peptidszarmazékokat RP-HPLC segitségével valasztottam el a szennyezOktol. A tisztitandod
termékeket az elvalasztds eldtt egy éjszakan at liofilizaltam. A peptidszarmazékokat
kevesebb, mint 2 ml eluensben oldottam: elészor 1 ml A eluenst adtam hozzajuk, majd
oldhatosagtol fiiggben A vagy B eluenssel egészitettem ki. A késziilék ekvilibralasa utan a
feloldott peptideket egy fecskendd segitségével injektaltam az oszlopra. A detektalas

hulldamhossza A = 220 nm volt.

A liofilizalt Aoa-KSKAAKN-OH peptidszarmazékot 1ml A-eluensben és 0,5ml B-eluensben

oldottam fel, ¢s a kovetkezd gradienseket alkalmaztam:
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0.p 5% B
10.p 5% B
10,1. p 20 % B
50. p 80 % B

9. Tablazat: A peptidszarmazékok elvalasztasahoz hasznalt gradiensek

Az  A0a-GFLG-KSKAAKN-OH ¢s az  Aoa-GFLG-K(Aoa-GFLG)SKAAKN-OH
peptidszdrmazékok HPLC-s tisztitdsat hasonloképpen végeztem a 9. tdblazatban szerepld

gradiensekkel.

4.3.2. A konjugatumok tisztitasa

A peptidszarmazékokat a daunomicinnel valé konjugéalads utan HPLC-vel vélasztottam el a
szennyezOktol, amely elsésorban a daunomicin feleslegét jelentette. Az elvalasztasok elétt a
késziiléket 20 %-ra ekvilibraltam (B eluens). Az oldatban 1év6 konjugatumokat egy fecskendo

segitségével injektaltam az oszlopra, tigyelve, hogy ne keriiljon buborék a rendszerbe.

A konjugatumok tisztitasahoz hasznalt gradienseket a 10. tablazat tartalmazza.

0.p 20 % B
5.p 20 % B
50. p 80 % B

10.7ablazat: A konjugdtumok elvalasztasahoz hasznalt gradiensek

4.4. Az eloallitott peptidszarmazékok és konjugatumok analitikai jellemzése

Az eldallitott konjugatumok kémiai jellemzése ESI-MS és analitikai RP-HPLC moédszerekkel
tortént.

4.4.1. Tomegspektrometrias vizsgalatok

A peptidszarmazékok és a konjugdtumok HPLC-s elvéalasztasat kdvetden a kiillonb6zo

frakciok vizsgalata tomegspektrometridval tortént.
A vizsgalathoz felhasznalt késziilék és olddszerek:
Késziilék: Bruker Esquire 3000

Oldészer: 50 VIV % AcN, 50 VIV % viz és 1 VIV % ecetsav elegye
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A tomegspektométerrel végzett vizsgalatok eredményei alapjan hataroztuk meg, hogy a
kromatografias elvalasztds soran nyert egyes frakciok koziil melyik tartalmazza a megfeleld
terméket. A frakciokbol 2 ul-t mértem ki a vizsgalatokhoz automata pipettaval. Az igy kapott
mintakat leadtam ESI-MS vizsgalatokra. Amennyiben tobb frakci6 is tartalmazta a terméket,

egyesitettem Oket a tovabbi miiveletekre.

4.4.2. A konjugatumok tisztasaganak jellemzése

A tomegspektrometriabol szarmazo6 eredmények alapjan kivalasztottam azokat a konjugatum-
frakciokat, amelyek tartalmaztdk a terméket, és ezek tisztasagat liofilizalast kdvetden

analitikai RP-HPLC-vel ellenériztem.

A vizsgalathoz felhasznalt késziilék és oszlop:

Késziilék: Knauer HPLC rendszer

Oszlop: Waters Symmetry C18, 5 nm, 100 A, 150x4,6 mm

Az elucidhoz hasznalt elegyek:
A eluens: 0,1 V/V % TFA/viz
B eluens: 0,1 VIV % TFA/(acetonitril-viz: 80:20 V/V)

A tomegspektrometrids vizsgalat utdn a megtisztitott konjugdtumokat folyékony nitrogén
segitségével lefagyasztottam és liofilizdltam. Az igy kapott termékbdl néhany aprd szemcsét
hasznaltam fel az analitikai vizsgéalatra. A szemcséket minimalis mennyiségii eluensben
oldottam, a kapott oldatot pedig az oszlopra injektaltam, végiil pedig elvégeztem a vizsgalatot.
A detektalashoz hasznalt hullamhossz A = 220 nm volt.
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5. Eredmények

5.1. Az aminooxiecetsavat tartalamzo peptidszarmazékok eldoallitasa és tisztitasa

Szilard fazist peptidszintézissel, Fmoc-stratégian keresztiil eldallitottam a kovetkezd
peptidszdrmazékokat:

e ipAoa-KSKAAKN-OH

e ipAoa-GFLG-KSKAAKN-OH

e ipAoa-GFLG-K(ipAoa)SKAAKN-OH

Minden peptidlanc N-terminalis végére egy izopropilidén védett aminooxiecetsavat (ipAoa)
kapcsoltam, amid kotés kialakitdsaval. A peptidszarmazékokat a szintézist kovetden
lehasitottam, majd elvalasztottam a gyantatdl. Az igy szeparalt peptidszarmazékokrol a
liofilizalast kovetden hasitottam az izopropilidén véddcsoportokat, majd tisztitottam a
reakcioelegyet. Az Aoa-KSKAAKN-OH, Aoa-GFLG-KSKAAKN-OH, ¢és Aoa-GFLG-
K(A0a)SKAAKN-OH peptidszarmazékokat RP-HPLC segitségével izolaltam.

5.2. Az aminooxiecetsavat tartalmazo peptidszarmazékok tomegspekrometrias

vizsgalata

A HPLC-vel megtisztitott peptidszarmazékok frakcidinak vizsgalata tomegspektrometria
modszerével tortént. Az eredmények alapjan azonositottuk azokat a frakciokat, amelyeket

felhasznaltam a daunomicin konjugalasara. Az eredményeket a /1. tablazat tartalmazza.

Az eredmények alapjan kideriilt, hogy az Aoa-GFLG-K(Aoa-GFLG)SKAAKN-OH
peptidszarmazékhoz tartozd frakciok koziil egyik sem tartalmazza a vart anyagot, igy e

vegylilet eldallitasa sikertelen volt.

Peptidszarmazékok Szamitott tomeg Mért tomeg
(g / mol) (g / mol)
Aoa-KSKAAKN-OH 819,0 818,9
Aoa-GFLG-KSKAAKN-OH 1193,5 1193,4
Aoa-GFLG-K(Aoa)SKAAKN-OH 1267,5 1267,4

11. Tablazat: Az aminooxiecetsavat tartalmazo peptidszarmazékok szamitott és meért tomege
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5.3. A daunomicin konjugitumok eldallitasa és tisztitasa

Az ESI-MS eredmények alapjan kivalasztott peptidszarmazékok frakcidit daunomicinnel
konjugaltam, elkészitve a Dau=Aoa-KSKAAKN-OH, Dau=Aoa-GFLG-KSKAAKN-OH,
¢s Dau=Aoa-GFLG-K(Dau-Aoa)SKAAKN-OH konjugatumokat. A konjugatumokat rotacios
vakuumbeparld segitségével beparoltam ¢és RP-HPLC segitségével valasztottam el a

szennyezOktol.

5.4. A konjugatumok tomegspektrometriai vizsgalata

Az RP-HPLC-vel elvalasztott konjugatumok frakcidinak azonositdsa tomegspektrometriaval

tortént. A konjugatumok szamitott és mért molaris tomegeit a 12. tdbldzat tartalmazza.

sy Szamitott tome Mért tome
Konjugatumok (g / mol) & (g/ mol) &
Dau=Aoa-KSKAAKN-OH 1328,5 1328,4
Dau=Aoa-GFLG-KSKAAKN-OH 1703,0 1702,9
Dau=Aoa-GFLG-K(Dau-Aoa)SKAAKN-OH 2286,5 2286,4

12. Tablazat: A konjugatumok szamitott és mért tomege

5.5. A konjugatumok vizsgalata analitikai RP-HPLC-vel

A tomegspektrometriai vizsgalattal azonositott frakciok tisztasaganak ellendrzése analitikai
RP-HPLC-vel tortént. Az analitikai RP-HPLC-vel felvett kromatogramok a 9. 10. és 11.
dabran lathatok. Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy egyik konjugatum sem tartalmaz
peptid-tipusa (vagy A = 220 nm hullamhosszon abszorbanciaval rendelkez6) szennyezoket a

kivantnal nagyobb mértékben.
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11. Abra: Dau=Aoa-KSKAAKN-OH konjugatum analitikai kromatogramja

5.6. Az elkésziilt konjugatumok tomege

Az elkészitett és megtisztitott konjugatumok tomegét a /3. tabldazat tartalmazza. A kitermelést

az alkalmazott gyanta bemért tomegére és kapacitasara szamoltam.

Konjugatumok Tomeg (Mmg) | Kitermelés (%0)
Dau=Aoa-KSKAAKN-OH 20 13,38
Dau=Aoa-GFLG-KSKAAKN-OH 26 13,57
Dau=Aoa-GFLG-K(Dau-Aoa)SKAAKN-OH 1 0,19

13. Tablazat: A tisztitott konjugdtumok tomegei és a kitermelés
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Szakdolgozat dsszefoglalo

Tumor célzasra alkalmas modositott fag-bemutatasos peptid-daunomicin
konjugatumok szintézise

Kaposvolgyi Anna Marta, kémia alapszakos hallgato

ELTE TTK Kémiai Intézet, Szerves Kémiai Tanszék

Témavezetd: Dr. Dokus Endre Levente tudomanyos segédmunkatars
MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport

A tumoros megbetegedések vilagszerte a vezetd halalokok kozé tartoznak, kezelésiik nagy kihivast
jelent az orvostudomany szamara. A legfobb kezelési modszerek koziil a sebészeti beavatkozas és a
sugarterapia csak akkor hatékonyak, ha a tumor még nem képzett metasztazisokat. A kemoterapia,
amely sordn a betegeket tumorellenes szerekkel kezelik, sajnos szamos sulyos mellékhatassal
rendelkezik, mivel ezek a hatdanyagok az egészséges sejteket is pusztitjak.

A célzott tumorterapia hatékony megoldas lehet a rakos megbetegedések kezelésére, drasztikusan
csokkentve a mellékhatasokat. E stratégia lényege, hogy az antitumor hatdanyagot egy olyan, sok
esetben peptid-tipusu hordozohoz kapcsoljak, amely lehetdvé teszi, hogy a citototoxikus hatéanyagot
szelektiven a rakos sejtekbe juttassuk. Ennek koOszonhetéen drasztikusan csokkentheté a
mellékhatasok sulyossaga, novelhetd a tumorellenes hatdéanyag alkalmazott mennyisége és a kezelés
id6tartama. A célzott tumorterdpiaban alkalmazott irdnyitd peptidek képesek specifikusan kétddni a
rakos sejtek felszinén talalhaté receptorokhoz vagy fehérjékhez. Az iranyitdé peptidet egy olyan
linkeren keresztiil kapcsoljak a hatéanyaghoz mely stabil a szervezetben, igy nem engedi, hogy id6
elott szabaduljon fel a hatéanyag. A tumorellenes konjugatumok részét képezheti egy enzimlabilis
spacer is amely a rakos sejtekben 1év6 bonto enzimek hatasara képes hasadni, elérve ezzel a hatéanyag
felszabadulast, illetve citotoxikus metabolitok kezelését a rakos sejten beliil .

Szakdolgozati munkdm soran célom az volt, hogy olyan peptid-daunomicin konjugatumokat
allitsak eld, amelyek alkalmasak lehetnek daganatos sejtek célzott tumorterdpias kezelésére. Az
elkészitett konjugatumokat bioldgiai vizsgalatokra hasznaljak fel, azok in vitro internalizacios
képességét vizsgaljak PDAC sejtekkel szemben.

A konjugatumok elkészitéséhez els6 Iépésben elballitottam az ipAoa-KSKAAKN-OH, ipAoa-
GFLG-KSKAAKN-OH, ipAoa-GFLG-K(ipAoa-GFLG)SKAAKN-OH,  és ipAoa-GFLG-
K(ipAoa)SKAAKN-OH peptidszarmazékokat. A peptidszarmazékok eldallitasat — szilardfazist
peptidszintézissel, Fmoc-stratégia alkalmazasaval valdsitottam meg. Minden peptidlanc N-terminalis
végére egy izopropilidén-véddcsoporttal ellatott aminooxiecetsav-részletet kapcsoltam, mely linker
szerepét tolti be. Az izopropilidén védocsoportokat eltdvolitottam, majd a keletkezett
peptidszarmazékokat RP-HPLC-technika segitségével tisztitottam. A tisztitas soran gyujtott frakciok
tomegspektrometrids analizssel azonositottuk azokat, amelyek a vart tomegii peptidszdrmazékot
tartalmaztak, igy felhasznaltam a tovabbi miveletekre. Az Aoa-GFLG-K(Aoa-GFLG)SKAAKN-OH
peptidszarmazékot egyik frakcid sem tartalmazta, igy e vegylilet szintézise sikertelen volt. A
megtisztitott peptidszarmazékokat daunomicinnel konjugéltam. A daunomicint az aminooxiecetsav
linkeren keresztiil oxim-kotéssel kapcsoltam a peptidekhez. A Dau=Aoa-KSKAAKN-OH, Dau=Aoa-
GFLG-KSKAAKN-OH, ¢és Dau=Aoa-GFLG-K(Dau-Aoa)SKAAKN-OH konjugatumokat RP-HPLC
segitségévell tisztitottam, végiil tdmegspektrometrias analizis (ESI-MS) segitségével azonositottuk
azokat a frakciokat, melyek a vart molaris tomegli célterméket tartalmaztak. A termékek tisztasagat
analitikai RP-HPLC modszerrel jellemeztiik.
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The cancerous diseases are one of the leading causes of death worldwide, therefore their treatment
is a great challenge for medical science. Surgery and radiation therapy, two of the most generally used
treatments are only effective if the tumor has not metastasized. Chemotherapy, during which clients
are treated with antitumor agents give numerous serious side effects, because these agents damage the
healthy cells also.

Targeted tumor therapy could be an effective solution for cancer treatment with drastically

reducing side effects. The point of the strategy is the conjugation of several antitumor agents to
various peptide-type homing molecules, which enables the cytotoxic agent to be dispatched selectively
into the cancerous cells. This allows the drastic reduction of the side effectsand the increase of the
agent’s dose and treatment duration. Targeting peptides used in the targeted cancer therapy are able t0
specificly bind to various receptors or proteins which are expressed on the surface by the cancerous
cells. The linker is used for binding the targeting peptide to the antitumor drug is stable in the human
organism, and is therefore unable to prematurely release the agent. An enzymlabile spacer can also be
part of the antitumor conjugates, which is degradable by the intracellular enzymes which can be found
in the cancerous cells. This structure induces the release free drug or active metabilites with cytotoxic
propertie inside of the malignant cells.

The aim of my work was to the synthesis and chemical characterization of peptid-daunomycin
conjugates whitches could be used for targeted tumor therapy. The prepared conjugates will be
investigated in vitro to determine theirs internalisation ability against PDAC cells.

The first step of the synthesys was to prepare the ipAoa-KSKAAKN-OH, ipAoa-GFLG-
KSKAAKN-OH, ipAoa-GFLG-K(ipAoa-GFLG)SKAAKN-OH, and ipAoa-GFLG-
K(ipAoa)SKAAKN-OH aminooxyacetic acid contained peptide-derivates. This peptide derivates were
prepared by solid phase peptide synthesis using Fmoc/'Bu-strategy. To the N-terminal end of the
peptide-chains isopropylidene protected aminooxyacetic acid with was bound as a linker. The
isopropylidene protecting groups were removed and the peptid-derivates were purifieded by RP-HPLC
technique. Fractions yielded by the purification were identified by mass spectrometry analysis. The
ractions which contained the product of expected molecular mass were used for the further steps. No
fraction contained the Aoa-GFLG-K(Aoa-GFLG)SKAAKN-OH peptid-derivate.  Therefore
unfortunately the synthesis of this compound was not successful. The purified peptid-derivates were
conjugated to daunomycin. The daunomycin was bound to the peptid with the aminooxyacetic acid via
oxime-bound. The Dau=Aoa-KSKAAKN-OH, Dau=Aoa-GFLG-KSKAAKN-OH, and Dau=Aoa-
GFLG-K(Dau-Aoa)SKAAKN-OH conjugates were purified also by RP-HPLC technique, then finally
fractions of expected mass were identified with mass spectrometry (ESI-MS). The purity of the
compounds were characterized by analitical RP-HPLC.
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