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Doxorubicin-[D-Lys®]-GnRH-I (AEZS-108, AN-152)
Zoptarelin doxorubicin (AEterna Zentaris Inc,)

[D-Lys®]-GnRH-I
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Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,
O OH 0 |

\_ - ) Glp: piroglutaminsav
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1977 Orvosi Nobel Dij Doxorubicin

> [D-Lys®]-GnRH-I egy GnRH-I agonista analég

> Eszter-kdtéssel kapcsoljak a doxorubicinhez glutarsav linkeren keresztil
> Klinikai Fazis Illl-ben elbukott

> Eszter-kétés gyors lebomldasa human szérumban (t,,, ~ 2 6ra)

karboxil-észterazok hatasara
Nagy A., et al. PNAS USA 93, 7269-7273 (1996)



GnRH-IIl a nagy tengeri ingolabdl izolalt GnRH analog

GnRH-I:  Glp-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,

GnRH-Ill: Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,

» A GnRH receptor(ok)hoz kétédik a tumor sejteken
» 500 — 1000-szor kisebb az endokrin hatasa eml6sékén, mint a human GnRH-I

» Tumorellenes hatasat kimutattak emld, prosztata, meh, hasnyalmirigy, vastagbél
daganat sejeteken
GnRH-IIl: Hatasos szallito molekula lehet az iranyitott

tumorterapiaban
Sower S.A., et al. Endocrinology 86, 1125-1131 (1993)



Daunomicin-GnRH-IIl konjugatumok tervezése

GnRH-III: Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,
|
NH,

=» a Lys® e-aminocsoportja felhasznalhaté konjugalasra

=>» a Lys® bazikus oldallancanak modositasa nem eredményezi a receptor kotédés és az
antiproliferativ hatas elvesztését, de tovabb csdokken a hormon hatasa

kemoszelektiv ligacio:
oxim-, hidrazon-kotés

Toxikus mellékhatasok:
- emésztoérendszer, vese, maj, bor toxicitas, stb,
amid-kotés - immunszupresszio, mieloszupresszid
- kardiotoxicitas

Kovacs M., et al. Peptides 28, 821-829, (2007)
Mez6 G., Manea M. Prot Pept Lett 24, 479-488 (2013)



Daunorubicin-GnRH-Ill biokonjugatumok

rovidszenlancu zsirsavakkal

Glp-His-Trp-Lys(X)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,

Lizoszomalis lebomlas:

H-Lys(Dau=Aoa)-OH legkisebb metabolit
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Manea M., et al. Bioconjug Chem 22, 1320-1329 (2011)
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Hegedis R., et al. Eur J Med Chem 56,155-165 (2012)



A GnRH-M(*Lys(Buw),2Lys(Dau=Ao0a)) konjugatum sejtbejutasanak
vizsgalata es gatlasa

K2: Glp-His-Trp-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,,
Triptorelin:  Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Trp-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,, (szuper agonista)

Konfokalis mikroszkopos vizsgalat Aramlasi citometria
30-
1 perc 5 perc 10 perc 30 perc __ T
_
= | IEFE
© 20-
2
Q 1
(S 1
Q" 10-
AN
N

5 perc
0 | ! I I |
S PSP S
QO (ﬁ:‘ 60- QQ’ QQQ
NS SIRN
CTriptorelin [uM]

K2 konjugatum lizoszéma festés kolokalizacio
+ DAPI sejtmagfestés

Schuster S., et al. Beilstein J Org Chem 14, 756-771 (2018)



Célkitizes

Uj hatékonyabb GnRH-IIl — hatéanyag konjugatumok eldallitasa:

» A GnRH-III peptid szekvenciajanak modositasa nem természetes
aminosavak beépitésevel

» Mas tipusu hatbanyagok konjugalasa a legjobb GnRH-IIl analégokhoz

» Linkerek 0sszehasonlitasa a biologiai hatékonysag szempontjabdl



A régi és az uj vezérmolekula sejtbejutasanak és
receptorkotodésének vizsgalata
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Schuster S., et al. Pharmeteutics 10, 223 (Art No

) (2018)

MCF-7 eml6 tumorsejteken
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125]-triptorelin leszoritasi kisérlet
konjugatum human human
hipofizis prosztata
tumorszovet
K2 3,59+2,17 3,4312,01
P19-H 3,53+0,96 2,79+1,24

az értékek nM-ban kifejezve



A konjugatumok hatasa kiilonb6zé tumorsejt tipusokon

Tumor tipus (sejtvonal) Dau K2 K/2 / Dau P19-H P19-H/ Dau K2/ P19-H
(ICs0; M) (ICsg: IM) (ICsq; M)
Petefészek (A2780) 104+15 1,4+1,1 132,0 2,1+0,5 197,2 0,67
Melanoma (egér B16) 259+8,0 3,2+0,9 123,4 1,0+£0,2 39,0 3,20
Tud6 (H1975) 20,9+ 2,7 4,1+0,1 196,0 2,3+0,7 109,2 1,41
45,6 = 33,6 4,7+0,8 104,0 1,7+0,5 36,7 2,77
Prosztata (DU145) 16,3+4,6 53+0,5 325,3 2,0+0,2 125,9 2,65
Petefészek (OVCAR-8) 185,6 + 99,8 56+0,8 30,4 9,4+0,8 50,9 0,60
EmIé (MDA-MB-231) 54,6 + 7,4 58+0,8 106,8 1,9+0,2 34,2 3,05
Prosztata (PC-3) 117,5+ 8,6 6,3+0,3 193,6 2,3+0,6 71,8 2,74
EmI6 (egér 4T1) 56,0 + 14,7 6,3+0,9 112,3 1,8+0,1 31,3 3,50
Maj (HepG2) 229+1,4 6,8+0,3 296,2 2,2+0,7 96,6 3,09
50,5 + 38,7 7,4+0,8 145,7 2,8+0,6 56,3 2,64
Melanoma (A2058) 35,0+ 14,9 8,4+0,3 239,3 2,6 +0,5 73,3 3,23
Glioma (U87MG) 126,4 + 53,7 9,0+0,8 71,4 2,3+0,1 18,2 3,91
Tudé (A549) 69,3+ 23,5 9,6 +0,6 138,8 43+04 61,6 2,23
Tudé (H1650) 50,3+ 13,4 105+1,1 208,5 4,0+0,8 78,6 2,63
Vastagbél (egér C26) 1175+ 8,6 10,6 £0,2 89,8 26+0,7 22,3 4,08
Melanoma (WM983b) 49,8 + 22,9 126+1,5 254,0 25+0,6 51,0 5,04
Melanoma (M1/9) 275+9,1 135+1,1 491,5 2,9+0,6 105,6 4,66
Vastagbél (HT-29) 52,6 + 3,6 155=+1,7 2945 7,3+0,3 138,8 2,12
Melanoma (M24) 118,8 + 25,0 16,1+0,1 135,9 3,4+0,7 28,9 4,74
EmI6 (MCF-7) 63,8+21,0 16,5+1,3 257,7 3,9+0,8 61,5 4,23
Petefészek (OVCAR-3) 404,0+9,4 46,0+ 1,3 113,8 82+0,5 20,2 5,61
Hasnyalmirigy (PANC-1) 525,9 + 24,7 > 100 >200 56,4 + 4,5 107,3 >2
Fibroblaszt (MRC-5) 287,6 £ 35,1 419+ 3,8 145,7 19,7+1,2 68,4 2,13




In vivo vizsgalatok a régi és az uj vezérmolekulakkal

K2: Glp-His-Trp-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,

P19-H: Glp-D-Tic-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH,

Akut (A) és krénikus (B) toxicitasi vizsgalatok (BALB/c n6stény egereken):
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Tumornévekedés gatlasa orthotopikus HT-29 vastagbél tumoron

(Immunhianyos SCID egerek)
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Val-Cit-PABC ,,self immolative” spacert tartalmazoé
GnRH-IIl szarmazék — Dau konjugétumok
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Val-Ala-PABC ,,self immolative” spacert tartalmazo
GnRH-IIl szarmazék — Dau konjugatumok
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Glp-His-Trp-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,
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Glp-D-Tic-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,




Nem hasithato spacert tartalmazé
GnRH-IIl szarmazék — Dau konjugatum

57

2099
MW: 1994,1198 Da o

m = 7,3 mg (52%) ?P‘”H é} OH O O
HO

Glp-His-Trp-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,

58

MW: 1829,9552 Da ‘OOO

m = 6,5 mg (50%) 7’}‘ Ir\[/ OH O O

Glp-D-Tic-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,




A konjugatumok tumorellenes hatasa erésen GnRH-R pozitiv
(A2780) és gyengén pozitiv (Panc-1) tumorsejteken

Kéd GnRH-III
szarmazeék

Dau
45 -His-Trp-Lys(Bu)-
46 -D-Tic-Lys(Bu)-
47 -His-Trp-Lys(Bu)-
48 -D-Tic-Lys(Bu)-
S7 -His-Trp-Lys(Bu)-
58 -D-Tic-Lys(Bu)-

Spacer

-Val-Cit-PABC-
-Val-Cit-PABC-
-Val-Ala-PABC-
-Val-Ala-PABC-

glutarsav

glutarsav

A2780: human petefészek tumor

ICs [MM] ICs [MM]
A2780 Panc-1

0,21+ 0,01 2,43 + 0,58
11,18 +£ 0,38 85,57 + 24,33
4,24 + 1,09 > 100
7,48+ 0,66 56,19+17,28
2,85+ 0,90 > 100
67,88 + 25,36 > 100

48,14 £ 0,47 >100

Panc-1: human hasnyalmirigy tumor



Val-Cit-PABC ,,self immolative” spacert tartalmazo
GnRH-IIl szarmazék — PTX konjugatumok
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Val-Ala-PABC ,,self immolative” spacert tartalmazoé
GnRH-IIl szarmazék — PTX konjugatumok
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m = 4,7 mg (80%)
o

Glp-His-Trp-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,
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MW: 2589,84 Da o NHY NH
m = 4,4 mg (56%) ,\ﬂ/

0

Glp-D-Tic-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,




Nem hasithato spacert tartalmazo
GnRH-IIl szarmazék — PTX konjugatum

59

MW: 2434,6518 Da Q

m = 2,8 mg (53%) 0}_/_)

60

MW: 2270,4872 Da Q |
m = 3,2 mg (65%) o N7

Glp-D-Tic-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,,




A konjugatumok lebomlasanak mechanizmusa
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A konjugatumok tumorellenes hatasa erésen GnRH-R pozitiv
(A2780) és gyengén pozitiv (Panc-1) tumorsejteken

Kéd GnRH-III Spacer ICc, [MM] 1Cs [MM]
szarmazék
A2780 Panc-1

- 0,02+0,001 0,17 +0,01
49 -His-Trp-Lys(Bu)- -Val-Cit-PABC- 0,67 + 0,07 503+1,91
£0 -D-Tic-Lys(Bu)- -Val-Cit-PABC- 0,51 +0,11 6,44 + 1,22
51 -His-Trp-Lys(Bu)-  -Val-Ala-PABC- 0661018 489+ 1,08
- -D-Tic-Lys(Bu)- -Val-Ala-PABC- 0771008 815+322
= -His-Trp-Lys(Bu)- glutarsav 41,52 + 9,83 > 100
50 -D-Tic-Lys(Bu)- glutarsav > 100 > 100

A2780: human ovarium tumor Panc-1: human hasnyalmirigy tumor



Receptor koétodesi vizsgalat [*>1][°D-Trp]-GnRH-I leszoritassal

(Jod izotoppal jelzett triptorelin)

GnRH-III-[2AHis-3D-

Kéd Tic-“Lys(Bu)-
8Lys(linker-drog)]
P19-H Dau=Aoa
-glutaril-Val-Ala-PABC-
48 :
Dau
55 -glutaril-Val-Ala-PABC-
diamin-PTX

IC5, [NM]

Hipofizis szovet Prosztata tumor

3,53+ 0,96 2,79+ 1,24
24,77 +£2,1 20,54 + 1,46
10,82 + 1,98 12,73 + 2,23

A ,self immolative” spacert tartalmazé konjugatum nem mutatott jobb hatast, mint az
oxim-kotést tartalmazo. A nagy spacer ronthatja a receptorkotédési keépességet.



GnRH-IIl szarmazék — a-amanitin konjugatumok

A) Diszulfidhid

Glp-R-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly- NH

NH s—s HO

O
Ac-Cys-OH «—— ‘;g

Sch42: R = His-Trp a-amanitin
Sch43: R = D-Tic gomba toxin
ciklooktapeptid

LD:,: 0,1 mg/kg patkanyra
B) Self-immolative spacer 1.

Glp-R-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH, oc-amamtm

ACCYsOH ——— :g\ﬁ/\)kﬁ( e O)

Sch44: R = His-Trp
Sch45: R = D-Tic



GnRH-IIl szarmazék — a-amanitin konjugatumok

C) Nem hasithato 1.

Glp-R-Lys{Bu)-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,

o} ; a-amanitin

Sch46: R = His-Trp >—NH A \&«N/\,f\,/\/o/

Sch47: R = D-Tic
o]

B) Self-immolative spacer 2. B
o-amanitin

7
0
Glp-His-Trp-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,
ANH\/\/\*Y NH
NH NH

C) Nem hasithato 2.

Glp-His-Trp-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH, - itin
/
0

O



GnRH-IIl szarmazék — a-amanitin konjugatumok citotoxicitasa

kod

Sch42
Sch43
Sch44
Sch45
Sch46
Sch47
Sch48
Sch50

His-Trp
D-Tic
His-Trp
D-Tic
His-Trp
D-Tic
His-Trp
His-Trp

a-amanitin

GnRH-R pozitiv és negativ tumorsejt tipusok:

hasitasi
hely
-S-S-
-S-S-
-Val-Ala-
-Val-Ala-
nincs
nincs
-Val-Ala-
nincs

1Cs [UM]
MCEF-7

1,52
0,58
2,81
1,36
2,85
1,37
n.a.
n.a.
1,22

1C5o[uM]
HT-29

n.a.
n.a.
2,00
2,05
2,86
6,94
1,04
10,8
1,03

1Cso[uM]
BxPc-3

n.a.
n.a.
0,95
1,03
3,13
2,67
0,40
3,90
0,37

1C5o[uM]

MiaPaCa-2 OVCAR-3

n.a.
n.a.
1,34
1,20
10,1
2,86
1,07
4,80
0,78

1C5o[uM]

3,10
3,62
0,73
0,87
2,58
2,86
0,54
3,41
0,41

+ OVCAR-3 (petefészek)
+ MCF-7 (emld)

+ HT-29 (vastagbeél)

+ BxPc-3 (hasnyalmirigy)

+ MiaPaCa-2 (hasnyalmirigy)
— SKOV-3 (petefészek)

1Cs[uM]
SKOV-3

0,85
0,95
0,48
0,67
2,43
1,94
0,39
5,28
0,43



GnRH-IIl szarmazeék — cryptophycin konjugatumok

CH Fragment A

oyg?

NP
Cryptophycin: cianobaktériumokban fedezték fel W
(rendkivdl toxikus, antiproliferativ hatasu) — }OJ\‘/\ﬁ

R = H Cryptophycin-1
CH3 Arenastatin A, Cryptophycin-24

GnRH-IIl conjugates: ? o
* non-cleavable linker CuSO,. NaAsc
o 0 ) 0 HN__ . cl 41
j l\©: DMF:H,0 (1:1)
<EHWK(Bu)HDWKPG-NH, HN 0 N 0 o >
. + . 0)76 ON, 40 °C
propargilglicin  —» ({ f

. Ol
TV 0O
et

<EHWK(Bu)HDWKPG-NH,, o

y A Y
Cry-55-glycinate: IC, [nM] : 29,48 £ 1,64 (A2780 petefészek tumor)
10,70 * 2,83 (receptorkotodés)

/T




GnRH-IIl szarmazeék — cryptophycin konjugatumok

fEHWK(Bu)HDWKPG " O ™
sasne i ¢1} ﬁ ﬁf o

N J

Asp-Arg-Asp-Val-Cit-Cry-55-glycinate: IC;,[nM]: 31,77 £ 12,26
20,60 % 3,01

CEHWK(Bu)HDWKPG NH, P;:I\mo‘ . \
9 /

Asp-Arg-Asp-Val-Cit-PABC-Cry-55-glycinate: IC,[nM]: 41,71 £ 9,20
16,50 * 2,97




Osszefoglalas

. <EHWK(Bu)HDWK(Dau=A0a)PG-NH, < <E-D-Tic-K(Bu)HDWK(Dau=Aoa)PG-NH,

. Dau konjugatumok: oxim-kotés = self immolative spacer > nem hasithaté kotés
. Cryptophycin > PTX > Dau > a-amanitin (sejtfigg6)
. Spacer jelenléte ronthatja az iranyitd peptid receptorkotédédet

. Minél hatékonyabb egy konjugatum annal kevésbeé tlnik szelektivnek
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