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Miért foglalkozunk a daganatos megbetegedésekkel?

Daganatos megbetegedések okozta halalozasok
Magyarorszagon (2005-2015)

Rosszindulatu daganatos megbetegedések altal okozott haldlozasok szama dsszesen:
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Halalokok:

1. Sziv és érrendszeri
megbetegedések

2. Daganatos
megbetegedések

65 év alattiak kozott
vezet6 halalok;
az osszes beteg 40%-a

ﬂﬁ AZ NKFI ALAPBOL
P MEGVALOSULO
NEMZET! KUTATASI, FEJLESZTESI

£S INNOVACIOS HIVATAL PROJEKT

AZ INNOVACIO LENDULETE



A tiz leggyakoribb daganatos megbetegedeés és

leggyakoribb halalt okozo rak tipus
Top 10 daganatos meghetegedés Magyarorszagon (2013)
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Kemoterapia
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A kemoterapia mellékhatasai

Kemoterapias szerek:
=>» a gyorsan 0sztodo sejtekre hatnak (tumorsejtek)
=>» de hatnak a normalis kérlilmények kbzott gyorsan osztodo sejtekre is
es karositjak azokat
pl. csontvelb (verkéepzd szerv) sejtjel,
emesztbészervek
hajhagymakat tartalmazo tiszé

A kemoterapia legaltalanosabb mellékhatasai.

- mieloszuppresszio (vérsejtek kepzédesének csbkkenese)
- Immunszuppresszio (érzékenyseéq fertézé betegsegekre)

- mukozitisz (bél és emészté rendszer gyulladasa, hanyas)

- alopecia (foltos hajhullas)

Egyedi toxikus hatasok: kardiotoxicitas, veseelegtelenseg,
6démasodas, majfunkcio zavarai,
terratogén (magzatkarosito) hatas
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A terapia fokozott szelektivitasanak lehetbésége
az egészséges sejtek és a tumorsejtek kiilonbségén alapul

Nehany kulonbség az egészseges és tumorsejtek, szovetek kozott:

Sejtfelszini (pl. tumorspecifikus vagy tultermel6dott receptor)

katep;szin B matrix metallopeptidaz 9
(MMP9)
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Célzott tumorterapia.
szelektiv hatéanyag célba juttatas iranyitdé molekulakkal

konjugalt hatéanyag
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Vastagbél tumorsejthez (HT-29) kotodo peptidek kivalasztasa
fag-bemutatas technikaval
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Zhang Y., et al. (2007) J. Biomol. Screen. 12, 429-435

(_VHLGYAT )

kivalasztott peptid

|

Dau=Aoa-VHLGYAT-NH,
Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH,

Dau=Aoa-GFLG-VHLGYAT-NH,

Dau: daunomicin
Aoa: aminooxiacetil

GFLG, LRRY:
Katepszin B enzim
altal hasithatd szekvenciak

10 fag klén felhasznalasaval, 50 kivalasztott, amelyek
keves és csak dipeptid szakasz homologiat mutattak
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Tidorak terapiajara alkalmas iranyito peptidek keresése

Fag-bemutatasos eljarassal kivalasztott peptidszekvenciak (12 aminosav tagszamu),
amelyek felismerik a NSCLC (nem kissejtes tudé tumor) CL1-5 sejteket:

5-2 TDSILRSYDWTY 27130
5-4 DMPKQLLAPWYY 3/30
4-1 TDSILRSYDWTY 20/24
4-5 DMPKQLLAPWYY 2124
3-1 TDSILRSYDWTY 1/5

A TDSILRSYDWTY szekvencia gyakorisaga a klonokban 20%-rol 90%-ra emelkedett
A 3. illetve az 5. szelekcios ciklusbdl vett random mintavétel esetén.

A peptid kotédik a tud6 tumorszovethez, de csak minimalisan az egészséges
tudd szovethez.
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Hatéekonyabb konjugatum kivalasztasa Ala-szken segitsegével
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Citosztazis (IC-, (uM))
Kod Konjugatum (24 6ras kezelés
+ 48 6ra)
KK06/2 Dau=Ao0a-LRRY-VHLGYAT-NH, 50,5 + 5,5
KK11 Dau=Ao0a-LRRY-VHLGYAA-NH, 60,9 + 3,1
KK12 Dau=Aoa-LRRY-VHLGAAT-NH, > 100
KK13 Dau=Ao0a-LRRY-VHLAYAT-NH, 14,0+ 1,5
KK14 Dau=Aoa-LRRY-VHAGYAT-NH, > 100
KK15 Dau=Aoa-LRRY-VALGYAT-NH, 26,8 + 0,4
KK16 Dau=Aoa-LRRY-AHLGYAT-NH, > 100




Az oxim-kotést tartalmazo Dau-GnRH-IIl konjugatumok
lebomlasa Katepszin B enzim hatasara

|

Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,

H-Lys-OH

N-O-CH,-CO

N-O-CH,-CO

v

|

Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,

<
N-O-CH,-CO-Gly-Phe-Leu-Gly

v

Citosztatikus hatas (IC5, uM)

MCF-7 (human eml6): 78121 MCF-7 (human emld): 3,9+1,2
HT-29 (human vastagbél): 17,9+4,0 HT-29 (human vastagbél): 225+ 1,7

Szabo, I., et al. (2009) Bioconjug. Chem., 20, 656-665




Daunorubicin és daunorubicint tartalmazo metabolitok kotodese

csirke eritrocita DNS-hez

Anyag K (x 10°) (M) n
Dau 11,70 2,5
Dau=Aoa-OH 2,21 3,8
H-Lys(Dau=Aoa)-OH 6,80 3,0
Dau=Aoa-Gly-OH 6,74 3,5
Dau=Aoa-Arg-OH 6,78 3,2
Dau=Aoa-Tyr-OH 4,40 3,5
Dau=Aoa-Leu-OH 3,23 3,6
GnRH-llI(Dau=Aoa) 0,83 4,2

K: kotédési allandod; n: kizarasi paraméter

Dau — COOH kozelsége gatolja a kotédést
Bazisos aminosav (esetleg ikerionos szerkezet miatt) segiti a kotédést

Nagy terkitoltést oldallancot tartalmazé aminosav gatolja a kotédé:

Orban E., et al. Amino Acids 41(2): 469-483 (2011)

Orban E., et al. Bioconjugate Chemistry 22(10): 2154-2165 (2011)
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Konjugatumok sejtfelvéetelenek tanulmanyozasa aramlasi citometerrel
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Konjugatumok sejtfelvételének tanulmanyozasa aramlasi citométerrel

3 oras kezelés
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Konjugatumok sejtfelvételének vizsgalata fluoreszcens mikroszkdppal

Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH, Dau=Aoa-LRRY-VHLAYAT-NH,

c=20 uM; 15 perc c=20 uM; 15 perc

c=20 uM; 30 perc c=20 uM; 30 perc



Hatekonyabb konjugatum kivalasztasa Ala-szken majd
pozicios szkennelés segitségeével
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In vitro sejtbejutasi vizsgalatok aramlasi citométerrel
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A daunomicin (Dau) sejtfelvetelének
vizsgalata konfokalis mikroszképpal (0,5 oras kezelées)

LysoTracke

MitoTracker




A Dau=Aoa-Leu-OH metabolit sejtfelvetelenek
vizsgalata konfokalis mikroszképpal (0,5 oras kezeles)
LysoTracker Dau + LysoTracker

MitoTracker




A Dau=Aoa-LRRY-VHLAYAT-NH, konjugatum sejtfelvételenek
vizsgalata konfokalis mikroszképpal (1,5 oras kezeles)

LysoTracker G/A + LysoTracker

MitoTracker
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A Dau=Aoa-LRRY-VHLPYAT-NH, konjugatum sejtfelvételenek
vizsgalata konfokalis mikroszképpal (1,5 oras kezelés)

G/P LysoTracker G/P + LysoTracker

MitoTracker G/P + MitoTracker




Osszefoglalds

» A fag-bemutatas technika alkalmas mddszer hatékony tumorspecifikus
iranyito peptidek kivalasztasara;

» A szelekciOs lépések szamanak novelésével a kivalasztas hatékonysaga
javul;

» Azonban meg igy is lehetnek olyan komponensek, amelyek a populaciobdl
a vizsgalatra tortend kivalasztaskor elvesznek, ezeért a kapott szekvenciak
modositasaval az iranyito peptidek receptor-felismerd kepessege és kotddeési
erdssége novelhetd;

» A valtoztathato helyek kivalasztasara alkalmas modszer az Ala-szken, majd
az alkalmas poziciokban tovabbi aminosavak beépitésével a hatas fokozhato;

» Linearis peptidek esetén tovabbi modositasok szikségesek az szérum/enzim-
stabilitas fokozasa érdekében (ciklizalas, D- és/vagy nem természetes amino-
savak beépitésével, retro-inverz szekvenciak (csupa D-aminosavbal felépitett
forditott szekvenciaju peptid))

» Az oxim kotés kicserélése mas linkerre, amelybdl a szabad hatéanyag
felszabadulhat
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