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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
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A tiz leggyakoribb daganatos megbetegedeés és

leggyakoribb halalt okozo rak tipus
Top 10 daganatos meghetegedés Magyarorszagon (2013)
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Kis esetszam — rosszul gyégyithato:

hasnyalmirigyrak (~5%-os tulélés)
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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

szabad hatdéanyag E
receptor-kozvetitett ® ® Eésszekété

endocitézis ® 9 iranyité molekula

konjugalt hatéanyag

Osszekotd
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ode
szfabad hatas helye
hatéanyag endoszéma

tumorsejt egészseges sejt
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Doxorubicin-[D-Lys®]-GnRH-I (AEZS-108, AN-152)

Zoptarelin doxorubicin (AEterna Zentaris Inc.)

[D-Lys®]-GnRH-
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Glp-His-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,
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Doxorubicin

> [D-Lys®]-GnRH-1 egy GnRH-I agonist analog

> Eszter-kotéssel kapcsoljak a Doxorubicinhez

> Klinikai Fazis lll-ben vizsgaljak, emlé, peteféeszek és méh daganatokra

> Eszter-kétés gyors lebomlésa human szérumban (t, ~ 2 éra)
karboxil-észterazok hatasara
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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 emlésékén, mint a human GnRH-|

» Tumorellenes hatasat kimutattak emld, prosztata, meh, hasnyalmirigy, vastagbél
daganat sejeteken

GnRH-IIl: Hatasos szallito molekula lehet az iranyitott
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Daunorubicin-GnRH-III 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

amid-kotés

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

Daunorubicin (Daunomicin)

» antraciklin antibiotikum, a rak gyogyitasaban
alkalmazott szer (e.g., leukémia, neuroblastoma)

» DNA interkalacio; topoizomeraz Il inhibitor

Toxikus mellékhatasok:

- emésztbérendszer, vese, maj, bér toxicitas, stb.
- immunszupresszio, mieloszupresszio

- kardiotoxicitas
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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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acetil
propionil
izo-butiril
butiril
krotonil
izo-valeril
hexanoil

mirisztoil

Manea, M. et al. (2011) Bioconjug Chem 22, 1320-1329
Hegediis, R. et al. (2012) Eur J Med Chem 56,155-165

Enzim stabilitas
kimotripszin; 6 6ra
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Citosztazis (ICs)

MCF-7
3,1+1,7
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2,2+0,0
0,7+0,2
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2,5+0,5
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Dau-GnRH-III konjugatumok antitumor hatasa
orthotopikus HT-29 vastagbél modellen

Tumorok tomege a terminalas napjan (50. nap) Maj tomegek a terminalas napjan (50. nap)
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Daunorubicin: heti egy alkalommal (7x1 mg/ttkg)

Konjugatumok: heti két alkalommal (5x15 mg Dau-tartalom/ttkg, 8x 7,5 mg/ttkg)
Proliferacios index: konjugatumok (15%-kal csdkken), Dau (nincs valtozas)

Vaszkularizacio: konjugatumok (30-40%-kal csdkken), Dau (12%-kal nd)
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K2:

Uj hatékonyabb GnRH-IIl - daunomicin konjugatum

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

COsH
P19-H: GlIp-D-Tic-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys(Dau=Aoa)-Pro-Gly-NH, CCN(H 2

1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-3-karbonsav (Tic)
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Hogyan ndvelheto a hatoanyag — peptid konjugatumok hatasa?

Korlatok:
» A receptorok szama a tumorsejteken limitalt.

» Ezért a biokonjugatumok mennyiségének novelése bnmagaban nem megoldas.
Lehetséges megoldasok:

» Azonos vagy kulonb6z6 hatéanyagok kapcsolasa egy iranyitd molekulahoz.
» Tobb kulonb6z6 receptoron keresztul torténd sejtbe juttatas két vagy tobb

hatdanyag — iranyitdé molekula konstrukcioval.

L

] receptor 1

T receptor 2

@ iranyitd molekula 1

@ hatdanyag molekula 1

‘ ‘ @ iranyitdo molekula 2

v hatéanyag molekula 2 F‘H AZ NKFI ALAPBOL
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Biokonjugatum tervezes
= biokonjugatumok ket azonos tumorellenes hatéanyaggal

........................................................................................................................................................................................................

Glp-His-Trp-Lys-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH Glp-His-Trp-Ser-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,
| | |
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MCF-7 HT-29 LNCaP
Anyagok
IC, [MM] IC, [MM] IC, [MM]
Daunorubicin 0,4+0,1 0,2+0,2 0,1+0,1
GnRH-lI[*8Lys(Dau=Aoa)] 29+0,9 6,8+1,0 49+0,3
GnRH-IlI[BLys(Dau=Aoa-Lys(Dau=A0a))] 3,004 5620 38+1,6
GnRH-|||[8LyS(DaU:A0a)] 6,7 T 1,9 29,9 + 0,6 15,2 * 2,4 : AZ NKFI ALAPBOL
. MMf“ MEGVALOSULO
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Leurs, U. et al. (2012) Biopolymers Pept Sci 98, 1-10



Biokonjugatum tervezeés
= biokonjugatumok két kiilonb6zé tumorellenes hatéoanyaggal

...........................................................................................................................................................................................................

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

Glp-His-Trp-Lys-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH, |
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H2N \N NH2 OH H.N \N)\NHZ OH
NH, z NH,
Anyagok MCF-7 LNCaP HT-29
IC,, [UM] IC,,, [MM] IC,,, [MM]
Daunorubicin 0,4+0,1 0,1+0,1 0,2+0,2
Methotrexate n,d, 0,3+0,2 1,4+0,6
GnRH-[*Lys(MTX),8Lys(Ac)] > 50 > 50 > 50
GnRH-IlI[*Lys(MTX),8Lys(Dau=Aoa)] 58%+1,1 28,8 £ 4,7 36+15
GnRH-IlI[BLys(MTX-Lys(Dau=Ao0a)] 54+0,7 11,3+ 0,5 56 % 3,0
GnRH-IlI[BLys(Dau=Ao0a)] 6,7+1,9 152 +2,4 29,9+0,6 i AZ NKFI ALAPBOL
. [m:l" . MEGVALOSULO
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Vastagbél tumorsejthez (HT-29) kotodo peptidek kivalasztasa

fag-bemutatas technikaval

Szekvencia
2-3 szelekcids lépés utan

Fag konyvtar 1 1 1 1 A
Ismétlés
2-3-szor ! ﬂ
T3t 1 I'r'r _1- 11 Vastagbél

O tumorsejt

E. coli-ban valé
kifejeztetés

Mosas
\ ! /\ Kotédés
Nem Kotodott Elualas 1

kotodott
fagok

) G D

Val-His-Leu-Gly-Tyr-Ala-Thr
VHLGYAT
kivalasztott peptid

|

Dau=Aoa-VHLGYAT-NH,

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

Dau: daunomicin

Aoa: aminooxiacetil
Leu-Arg-Arg-Tyr, Gly-Phe-Leu-Gly:
Katepszin B enzim

altal hasithato szekvenciak

10 fag klén felhasznalasaval, 50 kivalasztott, amelyek

keves és csak dipeptid szakasz homologiat mutattak

Zhang Y., et al. (2007) J. Biomol. Screen. 12, 429-435
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Hatéekonyabb konjugatum kivalasztasa Ala-szken segitsegével

D00
0060000

Dau=Aoa-LRRY-

0000006
Jadefedbrdal
00000

-NH,

0000000

0000000
00060000

Citosztazis (IC-, (uM))
Kod Konjugatum (24 6ras kezelés
+ 48 6ra)
KK06/2 Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH, 50,5 +5,5
KK11 Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAA-NH, 60,9 + 3,1
KK12 Dau=Aoa-LRRY-VHLGAAT-NH, > 100
KK13 Dau=Aoa-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 NKFI ALAPBOL



Konjugatumok sejtfelvételének tanulmanyozasa
aramlasi citométerrel és fluoreszcens mikroszkoppal

HT-29 20 uM
3 ora kezelés

M 100 uM

G T/A YA G/A LIA HA VIA

100 -

B (0]
o o
!

Dau+ sejtek [%)]

o
|

(o))
o
!

N
o
!

HT-29 20 uM
3 o6ra kezelés

W 100 uM

G T/A Y/IA G/A L/IA H/A VIA

Dau=Aoa-LRRY-VHLGYAT-NH,

c=20 uM; 30 perc

Dau=Aoa-LRRY-VHLAYAT-NH,

c=20 uM; 30 perc




Hatekonyabb konjugatum kivalasztasa Ala-szken majd
pozicios szkennelés segitségeével

000000
St

000000

00000

pau=Aoa-LRRY-(V J(H )L XA XY XA )(T)-NH,

LGAAT

060000

00

Dau=Aoa-LRRY-

50,555
>100
26,8 +0,4
>100
140£15 —
>100
60,9 + 3,1

27,9+6,4 «—

50,3+ 3,0
29,5+6,2
7,5+35
6,6 +2,9
24,8+ 7,4
21,7+6,5
28,0+ 19,4
>50

N o8
S =3 e
S 53 &
2 =z

1]

IC5, értékek
24 + 48 6ra
kezelés
MTT teszt



In vitro sejtbejutasi vizsgalatok aramlasi citométerrel

-9000
£ 8000
‘g 7000
= Dau=Aoa-LRRY-VHLAYAT-NH, Q6000
B Dau=Aoa-LRRY-VHLFYAT-NH, §2888
W Dau=A0a-LRRY-VHLSYAT-NH, 3 3000
B Dau=Aoa-LRRY-VHLPYAT-NH, S 2000 I
i 1000 I i
i | .| | i
6,25 12,5
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A Dau=Aoa-LRRY-VHLXYAT-NH, konjugatumok sejtfelvetelének
vizsgalata konfokalis mikroszkoppal (1,5 oras kezelés)

LysoTracker X=A + LysoTracker

i AZ NKFI ALAPBOL
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A természet nyujtotta lehetoség
(NGR peptidek)

O

o)
) . Bazikus kériilmények, o r{
2 sok és pufferek
..|k LH . — ---_-lk N\-'
N N N

O

o)
NGR peptid
biologiailag aktiv +H,0

(CD13 receptorokhoz kotodik) 0 o

IS N Ge

O (0]
B-Asp-peptid (izoAsp) a-Asp-peptid
~70% ~30%

biologiailag aktiv
(RGD integrin receptorokhoz kotodik)

Mindkét receptor tipus a neovaszkularizacidban, sejt adhézidban,
sejtek motilitasaban, igy a metasztazisban jatszanak fontos szerepet & AZ NKFI ALAPBOL

MEGVALOSULO
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Stephenson, R. C., Clarke, S. J. Biol. Chem. 264, 6164-6170 (1989)



Egy vegyiilet ket celpont
(az NGR peptidek lehetséges célpontjai)

) oer
-0 —<
!

AminopeptidazN [ |
Extracellularis (CD13)
tér

RGD-integrinek

' N v v N v v v v v v v v v v v v v N v v v v v v v v v v v v v v v v v v v v v
(RS EKXERXAR
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Ciklikus NGR peptid — daunomicin konjugatumok szintezise

>=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys(Dde)-'R Dde-Lys(Fmoc)-Asn(Trt)-Gly-Arg(Pbf)-Cys(Trt)-R
1. Dde hasités: 2% NH,-NH,/DMF 1. Fmoc hasitas: 2% DBU — 2% piperidin/DMF
2. Kapcsolas: Fmoc-Aaa(X)-OH-DIC-HOBYDMF | 2. Kapcsolas: Fmoc-Aaa(X)-OH -DIC-HOBt/DMF
3. Kléracetilezés: CIAc-OPcp/DMF 3. Védett Aoa beépités: >=Aoa-OH-DIC-HOBt/DMF
| 4. Hasitas: 95% TFA - 2,5% TIS — 2,5% H,0 3. Dde hasitas: 2% NH,-NH,/DMF
4. Kloracetilezés: CIAc-OPcp/DMF
l 5. Hasitas: 95% TFA - 2,5% TIS - 2,5% H,O

>=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-NH, ClAc-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys-NH,
ClAc-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys-Gly-Gly >=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly
lCiklizélés: 0,1 M Tris puffer (pH 8,1), 1h lCiklizé/és: 0,1 M Tris puffer (pH 8,1), 1h
>=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-NH, CH,CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys-NH,
CH,CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys-Gly-Gly >=Ao0a-Gly-Phe-Leu-Gly

Izopropilidén hasitas: 1M NH,-O-CH,/0,2M NH,OAc (pH 5)
Daunomicin konjugalas: 1,1 ekv Dau/0,2M NH,OAc (pH 5)

Dau=Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly-Lys-NH, CH,CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys-NH,
CH,CO-Lys-Asn-Gly-Arg-Cys-Gly-Gly- Dau=Aoa-Gly-Phe-Leu-Gly




Ciklikus NGR peptid — daunomicin konjugatumok
in vitro citotoxikus hatasa HT-1080 (CD13 +) fibroszarkoma és
HT-29 (CD13 -) vastagbél tumorsejteken

Dau =Aoa- GFLG/-K-NH,
(l:O-KNGR?GG

3,3+ 0,6 uM (HT-1080)
5,7 + 0,9 uM (HT-29)

Dau =Aoa- GFLG/-K-NH,

KNGRE -GG
Iy

1,4 + 0,1 uM (HT-1080)
3,0 £ 0,6 uM (HT-29)

kettdés (CD13 és integrin) hatasu

o

cO-KNGRC-NH,

Dau =Aoa-|GFLG

14,5 + 2,0 uM (HT-1080)
>>50 uM (HT-29)

|:KNGRE-NHZ
Dau =Aoa- GFLGJ

15,8 + 4,4 uM (HT-1080)
>>50 M (HT-29)

CD13 specifikus AZ NKFI ALAPBOL
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PALYAZATI FELHIVAS
NEMZETI VERSENYKEPESSEGI ES KIVALOSAGI PROGRAM

KODSZAM: NVKP_16
,A” alprogram (Kiemelkedd halalozasi kockazattal jaré betegsegek gyogyitasanak
eredmenyességeét lényegesen javitd nemzeti program)
,B” alprogram (Anyagtudomanyi, technoldgia nemzeti program)

,C” alprogram (Viz-egészség-élelmiszer nemzeti program)

i AZ NKFI ALAPBOL
P MEGVALOSULO
TI KUTATASI, SZTE!

PROJEKT



linker
konyvtar

iranyité
molekula
konyvtar

3 vegyiilettar:

- hatbanyag konyvtar
._

- bifunkcids linker konyvtar

- iranyitd molekula konyvtar

A konyvtarak elemeinek
nagyszamu kombinacidjaval
személyre szabott terapiara

alkalmas konjugatumok

o D~
>~

@

NEMZETI KUTATASI, FEJLESZTES! y
ES INNOVACIOS HIVATAL PROJEK'T

AZ INNOVACIO LENDULETE

| kialakitasa.
L--'M‘ -'-H-l-l-l-'-.-.'-l-h-I---"--l-l--I-'- --I-—I-I-|--I-- --I--l-l-'-" —————— \ '— —————
I I
: Hatbéanyag — iranyitdé molekula konjugatumok :
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
|
| : & AZ NKFI ALAPBOL
| | ¥ MEGVALOSULO
I I
I I
I I




»Eqgy Ust” reakcioban kialakitott konjugatum

o} o}
H H H
N\)k N
H H
(e} o) (0]
H5C CH,

Arg CIAc-GFLG-PABC-ONp

Ho A
o~ " Tw o DMF - 0,1 M Tris puffer

I N 8:2 (VIV) on
2 g ~ 4 ..

) b pH 8, szobahd, 5 6ra daunomicin NH,

sp

:<—N)—@

HO, c/ H
o}

AZ NKFI ALAPBOL
MEGVALOSULO
PROJEKT

ciklo[RGDfC(CH,CO-GFLG-PABC-Dau)]



Osszefoglalds

» A személyre szabott iranyitott tumorterapiara alkalmas konjugatumok
fontos elemei:
- hatéanyag
- bifunkcids linker
- iranyitdé molekula

» Hatéanyag:
- jelenleg alkalmazott (funkcids csoport beepitése)
- Uj hatéanyagok

» Bifunkcios linker:
- iranyitd molekula — linker kotés stabil lehet
- hatéanyag — linker kotés (szabad hatéanyag, vagy aktiv
metabolit felszabadulasat eredményezze

» Iranyitdé molekula:
- ismert peptidligandumok illetve moédositott analdgjaik
- nem ismert receptorokra ligandum keresés
(fag-bemutatas eljarassal szelektalt peptid €s analogjai)

> Konjugétu mOk ;l AZ NKFI ALAPBOL

MEGVALOSULO

- lehetdleg egyszerl reakcioban (egy Ust reak0|o) - | projekr
konnyen kialakithato kotése kialakitasaval e



Tamogatok

E—
-
-

-
r
’
B

= —~TT >~ A |
— NELEEA

~
-

ORSZAGOS TUDOMANYOS KUTATASI ALAPPROGRAMOK

NK 77485
K 104045 MSCA-ITN-2014-ETN:
K 119552 Marie Sktodowska-Curie
Innovative Training Networks (ITN-ETN)
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Szinergia program
MUszer palyazat






4-Brom-butiraldehid szintézise

HBr(48%)
] - Br pPcc > Br
1 6ra forralas HO/\/\/ DCM ON\/

O
THF 4-bréom-butan-1-ol 4-brém-butiraldehid
12,9 g (44,5%)

Stabil!

v’ lehiités v hiités mellet a beadagolas

v KHCO;(sz.) semlegesités v + 2 6ra kevertetés (Ar alatt)

v extrakcid v' n-hexannal higitva Celieten sziirés

v’ szaritas v beparlas

v beparlas

PCC: piridinium-klérkromat (~ 130 Ft/g; 60 g 7800 Ft )

Alkalmas kevés mellékterméket
eredményezl reakcioban a
2-pirrolino-daunorubicin
elGallitasaral

s AZ NKFI ALAPBOL
MEGVALOSULO

Vedejs E, et al. J. Org. Chem. 44: 3230 (1979) kil RS




2-Pirrolino-daunorubicin-[Lys4(Bu)]-GnRH-IIl konjugatum szintézise

Glp-His-Trp-Lys(Bu)-His-Asp-Trp-Lys-Pro-Gly-NH,
H2N'O'CH2'CO'|

0,2M NH,OAc puffer
(pH 5, 12 6ra)

AZ NKFI ALAPBOL
MEGVALOSULO
PROJEKT




A szabad daunorubicin és 2-pirrolino-daunorubicin
valamint [Lys4(Bu)]-GnRH-II konjugatumaik
in vitro citosztatikus hatasa

Anyag

Citosztazis (MCF-7)

Citosztazis (HT-29)

IC, (MM) IC, (MM)
Dau 0,10 £+ 0,00 0,20 £+ 0,05
PyDau 0,0002 + 0,0001 0,0002 + 0,0001
GnRH-IlI(*Lys(nBu) 8Lys(Dau=Ao0a)) 0,70 £ 0,2 2,2+ 0.6
GnRH-III(*Lys(nBu) 8Lys(PyDau=Ao0a)) 0,046 + 0,003 0,124 + 0,080

In vitro citosztatikus hatas (ICs, érték) meghatarozasa MMT teszttel.
MTT = 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid

MCF-7: human emlo adenokarcindma

HT-29: human vastagbél adnokarcinéma

AZ NKFI ALAPBOL
MEGVALOSULO
PROJEKT




Nemorubicin szintézise

CH,
OH |
\)\/g\/ ) ) ) )
"o e AcCl, MeOH Nalo4
= MeOH, H,0 / .
HO OH o) o]
OH
NaBH,
MeOH
THs c|:H3
o o o o
_Daunomycin - pTsCl, Pyridine
Triethylamine
o) cl> HO OH
Ts Ts
o] .
- “ron
CH,

ﬂ’ AZ NKFI ALAPBOL
b MEGVALOSULO
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